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RESUMEN

El éxito clinico de los implantes dentales depende de una satisfactoria integracion
de la superficie del material con los tejidos que lo rodean. Dicha integraciéon
depende de dos tipos de interacciones interfaciales: una es la interaccion con el
tejido del hueso, denominada como osteointegracion y la otra es la interaccion con
los tejidos blandos de la encia sobre el cuello del implante, denominado sellado
bioldgico. Un buen sellado bioldgico evita el paso de bacterias y gérmenes a través
de la interfaz implante-tejido, y previene por tanto el posterior aflojamiento y
perdida del implante. La mejora del sellado biolégico a corto y largo plazo,
dependera de las propiedades fisico-quimicas de la superficie del material y de su
capacidad para promover y/o acelerar los procesos de curacién y restauracién de

los tejidos de la encia después de la implantacion.

En este trabajo se propuso la biofuncionalizacién de superficies de titanio con
colageno tipo I, como estrategia para mejorar el sellado biolégico de implantes
dentales. El coldgeno tipo I es el principal componente de la matriz extracelular de
los tejidos de la encia, y ha sido reportado como un excelente promotor de la
adhesion de diferentes tipos de células gingivales. En este estudio se analiz6 la
posibilidad de utilizar silanos como agentes de acoplamiento para formar un
enlace covalente entre el metal y la molécula organica, y obtener una mayor

estabilidad a largo plazo en comparacidn con la fisisorcion.

Se llevé a cabo un estudio de las distintas etapas del proceso de inmovilizacién de
colageno sobre la superficie de titanio: i) limpieza y activacion de la superficie,
mediante procedimientos fisicos (plasma de oxigeno) o quimicos (ataque con
solucion pirafa); ii) silanizacidon con dos silanos distintos, 3-cloropropil- trietoxi-
silano (CPTES) y 3-glicidiloxipropil-trietoxi-silano (GPTES); iii) inmovilizacion de

colageno tipo I sobre las superficies previamente tratadas.
El estudio se llevé a cabo por medio de diferentes técnicas de caracterizacion:
interferometria de luz blanca, angulo de contacto, ToF SIMS, XPS, microscopia

optica de fluorescencia, OWLS y AFM, identificAndose los cambios fisico-quimicos
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generados en la superficie en cada una de dichas etapas, que influyen en la

inmovilizacién del coldgeno en términos de cantidad, estabilidad y conformacion.

De los resultados obtenidos, cabe destacar que a) la activacion por plasma genero
una mayor cantidad de grupos OH- en superficie; b) a mayor cantidad de grupos
OH-, mayor cantidad de moléculas de silano enlazadas; c) el colageno tipo I se
adhieri6 en mayor cantidad y es mas estable sobre las muestras en las que se
enlaz6 mediante la quimica de los silanos, en especial sobre las muestras
previamente tratadas con pirafia donde la nanorugosidad generada por este
tratamiento tiene un papel importante y d) la cantidad de coldgeno adherido sobre

el titanio silanizado con CPTES es superior a la obtenida con GPTES.

Una vez obtenidas las superficies biofuncionalizadas, se evalué la influencia del
colageno tipo I sobre la respuesta de células fibroblasticas humanas, en términos
de adhesidn, proliferacion y expresién génica. En general los fibroblastos
mostraron mejor adhesién, mayor proliferacion y sobreexpresion de los genes
asociados con la activacion de los fibroblastos, asi como con la secrecién y la
remodelacién de la matriz extracelular, sobre las muestras funcionalizadas con
colageno tipo I que en las muestras control. Ademas, los fibroblastos sembrados
sobre el grupo de muestras previamente tratadas con plasma (PL-col, PL-CP-col,
PL-GP-col) mostraron una mejor adhesién asi como una mayor sobreexpresion y
una anticipacion de la expresion génica, que el grupo de muestras previamente
tratadas con pirafa (PH-col, PH-CP-col, PH-GP-col). Esto se atribuyé a que la
rugosidad generada por el tratamiento de pirafia, disminuye la respuesta de las
células fibroblasticas. El orden de la expresion de estos genes en las muestras de

plasma de mayor a menor fue PL-CP-col > PL-col > PL-GP-col.

La conformacion del colageno sobre las superficies se evalué a partir de
soluciones muy diluidas, mediante AFM, reveldndose que la quimica de la
superficie afecta a la conformacién que el coldgeno adopta. Se observé una
conformacién en forma de fibrillas entrecruzadas sobre las muestras de PL-col y
sobre las muestras de PL-CP-col, mientras que sobre las muestras de PL-GP-col se

observé una conformacién en forma de agregados globulares. Estos resultados se
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complementaron con la cuantificacién del coldgeno adherido mediante OWLS,
observandose que la cantidad de colageno adherido también dependia de la
quimica de la superficie. Se observd que las muestras silanizadas con GPTES
presentaron una mayor cantidad de colageno adherido cuando las muestras fueron
sumergidas en soluciones de coldgeno con baja concentraciéon. Ambas cosas a su
vez influyen en la respuesta de las células, donde se observé que a bajas
concentraciones, la conformacion del colageno en forma globular obtenida sobre
las muestras silanizadas con GPTES favorecié la respuesta de los fibroblastos.
Finalmente, a altas concentraciones se observé que la respuesta celular no se vio
influenciada ni por la cantidad ni por las diferentes morfologias de colageno
observadas sobre cada superficie, debido a que se obtuvo un mayor recubrimiento
del sustrato que enmascard el efecto que las diferentes conformaciones de

colageno podian tener sobre las células.
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ABSTRACT

The clinical success of dental implants depends on the integration of the material
surface with the surrounding tissues. This integration depends on two types of
interfacial interactions: the interaction with the bone tissue, known as
osseointegration, and the interaction of the gingiva’s soft tissues with the implant
neck, known as biological sealing. The biological sealing is essential to prevent the
passage of bacteria and germs through the implant-tissue interface, and
consequently avoid subsequent release and loosening of the implant. Hence,
improvement of the biological sealing in the short and the long term, depends on
the physicochemical properties of the material surface and its ability to promote
and / or accelerate the healing process, leading to the restoration of the gingival

tissue after implantation.

The aim of this work is the biofunctionalization of titanium surfaces with type I
collagen, as a strategy to improve the biological sealing of dental implants. Type I
collagen is the main component of the extracellular matrix of gingiva tissue. In this
context, the use of collagen coated implants is a promising route to promote
fibroblast adhesion due to the amino acid sequence GFOGER, which improves the
adhesion process of tissue to implant and significantly reduces recovery time post-
implantation. In this study we examined the possibility of using silanes as coupling
agents to form a covalent bond between the metal and the organic molecule, and to

obtain greater long term stability when compared with physisorption.

A study of the different stages of collagen immobilization process on the titanium
surface was carried out: i) surface cleaning and activation, through physical
(oxygen plasma) or chemical methods (piranha solution attack); ii) silanization
with two different silanes, 3-chloropropyl-triethoxy-silane (CPTES) and 3-
glycidyloxypropyl-triethoxy-silane (GPTES); iii) collagen immobilization on

pretreated surfaces.

Several characterization techniques were used thought the study: white light
interferometry , contact angle, ToF SIMS, XPS, fluorescence microscopy, OWLS and

AFM, to identify physical and chemical changes generated on the surface in each
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stages mentioned above, which influence the collagen immobilization in terms of

quantity, stability and conformation.

From the results obtained, it is worth noting that: a) plasma activation treatment
generated a greater amount of OH- groups on the surface; b) the higher the number
of OH- groups, greater the number of silane molecules bound; c) larger quantities
of collagen were immobilized on samples on which it is bonded through the silanes
chemistry and with greater stability , especially on the samples pretreated with
piranha where nanoroughness generated by this treatment plays an important role
and d) the amount of bound collagen on titanium silanized with CPTES is higher

than the one obtained with GPTES.

After biofunctionalization of the surface, the influence of type I collagen on
fibroblast response was evaluated, in terms of adhesion, proliferation and gene
expression of cells. In general fibroblast showed a best adhesion, enhanced
proliferation and enhanced gene expression associated with the fibroblast
activation, and associated with secretion and remodeling of extracellular matrix,
on the collagen functionalized samples that on the control samples. In addition,
fibroblasts cultured on the samples previously treated with plasma (PL-col, PL-CP-
col and PL-GP-col) showed better adhesion and greater overexpression and
anticipation of genes mentioned above, than samples previously treated with
piranha (PH-col, PH-CP-col and PH-GP-col). This was attributed to the roughness
generated through the piranha treatment, which decreases the response of
fibroblast cells. The order of this gene expression on plasma sample from highest

to lowest was PL-CP-col> PL-col> PL-GP-col.

The collagen conformation on each surface was evaluated from very dilute
solutions by AFM, revealing that the surface chemistry affects the collagen
conformation. It was observed a network fibril conformation on Pl-col and PL-CP-
col samples, while on PL-GP-col samples a globular conformation was observed.
These results were complemented by quantification of adhered collagen by OWLS,
by which the effect of surface chemistry on the amount of bound collagen was also

evaluated. It was observed that the samples silanized with GPTES exhibited a
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greater amount of collagen when the concentration of collagen solution has kept
lower. At low concentration it was observed that the globular collagen
conformation obtained on samples silanized with GPTES apparently favoured
fibroblast response, while at high collagen concentrations, was found that cellular
response was not influenced neither by the amount nor the conformation of
collagen. This behaviour is due to a higher coating of substrate was obtained,

which masked the effect that different collagen conformations could have on cells.
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INTRODUCCION

1

INTRODUCCION

1.1 IMPLANTES DENTALES

Un implante dental es una raiz dental
artificial, normalmente de material metalico,
que se coloca en la mandibula para sostener
una estructura de material ceramico que se
asemeja a un diente natural, con el fin de
sustituir dientes perdidos (Figura 1.1). Segun
el criterio de su posicion, los implantes
pueden clasificarse en tres tipos: implantes
subperiodsticos (sobre el hueso), implantes

transoseos (a través del hueso) e implantes

Figura 1.1: llustracién esquemdtica
de un implante de titanio de tipo
Branemark y de la supraestructura
cerdmica 117

endodseos (dentro del hueso)?!, siendo éstos ultimos los que son objeto de estudio

de este proyecto. Los implantes dentales endodseos, se colocan dentro de una

columna vertical de hueso a través de una incisién mucoperiosteal y son los mas

utilizados. Hay una gran variedad de implantes endodseos segtin su disefio, pero

los mas utilizados debido a su mejor resultado en la osteointegracion son los

implantes roscados (Figura 1.1).2
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CAPITULO 1

Los implantes dentales endodseos empezaron a desarrollarse en la segunda década
del siglo XX, al mismo tiempo que empezaron a desarrollarse las primeras protesis
de cadera. En 1937 Strock utiliz6 la aleacidon Cr-Co-Mo (Vitallium) para fabricar
implantes con forma de tornillo consiguiendo asi, el primer implante dental exitoso
de la historia. En 1952 Branemark, descubri6é de manera fortuita que unos tornillos
de titanio se habian integrado firmemente en huesos de conejo. El Dr. Branemark
llam6 a este efecto osteointegracién3® y explor6 aplicaciones para el titanio en

procedimientos quirdrgicos y dentales.

El uso de implantes dentales endodseos como solucién a la carencia parcial o total
de piezas dentales ha supuesto una revolucién en la practica de la odontologia. En
los ultimos afios se ha incrementado significativamente el uso de estos
dispositivos, gracias a las investigaciones desarrolladas sobre el material del
implante y el disefio superficial, en las cuales el titanio comercialmente puro (Ti
c.p.) ha resultado ser uno de los materiales mas aptos para esta aplicacién, debido
a su buena biocompatibilidad y a sus adecuadas propiedades mecanicas y de

corrosion.14-8

El titanio comercialmente puro (Ti c.p.) y sus aleaciones se han empleado
tradicionalmente en el campo biomédico?19, constituyendo junto con los aceros
inoxidables y las aleaciones de cromo-cobalto, una de las principales familias de
metales seleccionados para la fabricaciéon de implantes dentales, maxilofaciales,
ortopédicos, cardiacos, cardiovasculares y otorrinolaringolégicos. El titanio
comercialmente puro (Ti c.p.), es el material mas empleado para la fabricacién de
los implantes dentales, debido a que cumple de forma adecuada con todos los
requerimientos que un biomaterial debe cubrir en la implantologia dental 11:
excelente biocompatibilidad combinada con excelentes propiedades mecanicas,
osteointegracion, biofuncionalidad, resistencia a la corrosiéon, procesabilidad y
disponibilidad. La alta biocompatibilidad es debida a su alta resistencia a la
corrosiéon en medio fisiolégico y a su capacidad para la osteointegracion. El titanio
es el noveno elemento mas abundante en la corteza terrestre y se obtiene a partir
de minerales ricos en 6xido de titanio como el rutilo y la ilmenita. En 1936 Kroll

desarrollé la metodologia de separacion del mineral que lleva su mismo nombre y
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INTRODUCCION

desde entonces se ha empleado en un niimero creciente de aplicaciones, entre ellas

las biomédicas.12

El titanio c.p. es un caso especial dentro de los materiales biocompatibles, ya que
cuando se implanta en tejido duro el hueso es capaz de crecer de manera ordenada
en contacto directo con el implante. No obstante el implante no esta adherido al
hueso, ya que se aprecia una capa bioldgica de tejido blando de unos escasos 5-10
nm de grosor. Algunos autores sitiian al titanio como un material bioactivo, ya que
tiene la capacidad de generar la respuesta fenotipica del osteoblasto o porque es
capaz por si mismo de adsorber calcio y fosforo en su superficiel3. Los primeros
eventos que se producen tras la implantacion son debidos a la interaccion entre el
ambiente bioldgico y la superficie del material. Dichos eventos dependen
fuertemente de una serie de propiedades superficiales entre ellas la topografia y

las propiedades fisicoquimicas de la superficie.®

En la Tabla 1.1 se detallan las propiedades fisicoquimicas del titanio que se han
mostrado influyentes en la interaccion entre el metal y las proteinas y las células.13
El Ti c.p es un material bioinerte, sin embargo, este posee una capa de éxido de
titanio que crece sobre él de manera natural y espontanea, en contacto con el aire y
con otros medios. Esta capa lo protege contra un aumento incontrolado de su
oxidaciéon y por lo tanto de la corrosion y contra las reacciones quimicas y
biolégicas indeseables. También es la responsable de la adsorciéon de iones y
proteinas presentes en los tejidos, ya que los 6xidos de esta capa son propensos a
la hidroxilacién/hidratacion y poseen una moderada hidrofilicidad. Sin embargo la

adhesion de estas proteinas es no especifica e incontrolada.

Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas del titanio y de su capa de oxido.

Oxido mas estable T,
Punto isoeléctrico 3567
Carga a pH=7 Megativa (-)
Constante dieléctrica del oxido R6-170
Solubilidad a pH=7 [mol/1] 310%
Carga de las especies gque se disuelven (l
Angulo de contacto en agua 54
Energia libre superficial (ELS) [mJ/m?] 50.0
Componente polar de la ELS ||u.[:"|r]1| 31,7
Componente dispersiva de la ELS [m)/m?] 8.3
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CAPITULO 1

Esta capa de 6xido, podria utilizarse como via para crear uniones quimicas entre la
superficie del titanio y los tejidos que le rodean. Es aqui en donde entra la
posibilidad de modificarla quimicamente, mediante la adhesién de silanos los cuales
permiten posteriormente inmovilizar sobre la superficie una capa de coldgeno. A
continuacién se espera que las células del tejido epitelial reconozcan el colageno
a través de sus integrinas, promoviendo su adhesiéon a la superficie y en
consecuencia mejorando el sellado bioldgico. Las modificaciones superficiales en
implantes dentales, pueden mejorar la habilidad de los componentes del tejido
conectivo pertenecientes a la mucosa periimplantaria, para adherirse a los
implantes 14 Los conceptos de modificacion superficial y silanizacién, seran

analizados con mas detalle en los siguientes apartados.

1.2 EL SELLADO BIOLOGICO DE LOS IMPLANTES DENTALES

Un aspecto relevante en el éxito de los

implantes dentales es la integracién con

Sellado

los tejidos circundantes incluyendo aqui la I
biologico

Encia
osteointegracion (integracion del tejido del Cuello
hueso al vastago del implante) y el sellado

Osteo-
[ integracion

. 1e . . . 7 . . H
bioldgico (integracion del tejido fibroso y Hese
Vastago

del ligamento fibro-6steo de la encia al
i ' 1,15 '

cuello del implante) (Figura 1.2). Este Figura 1.2. llustracién esquemdtica que

ultimo aspecto constituye el objetivo muestra la regién de contacto entre el

fundamental de estudio de este proyecto. cuello del implante y la encia. 117

El sellado biolégico se ha definido como la uniéon de la mucosa gingival 6
periodonto al cuello de los implantes dentales de forma similar a como lo hace con
un diente natural. Esta unién es un factor fundamental para garantizar el éxito y
duracion del implante, ya que crea una barrera alrededor de éste, evitando la
entrada al tejido conectivo dseo de agentes destructores, como pueden ser toxinas
bacterianas, restos alimenticios, bebidas y otros agentes que provocarian la

destruccion progresiva de los tejidos, y por tanto la pérdida paulatina del soporte
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INTRODUCCION

del implante o la denominada osteointegracion, que trae consigo la movilidad, y en

su caso, la caida del mismo.1416-18

Encia
Epitelio

Ligamentos de union

Hueso alveolar

Cemento radicular

o Ligamentos

‘ :_»'v ps | periodontales
P ) 1 Apofisis alveolar

. A

(a) Partes del periodonto. (b) Epitelio de unién y ligamentos periodontales.118

El periodonto es un tejido de sostén que une el diente al tejido 6seo de los
maxilares y conserva la integridad de la superficie de la mucosa masticatoria de la
cavidad bucal. Estd comprendido por: la encia, el ligamento periodontal, el hueso
alveolar y el cemento radicular (Figura 1.3 a).l° Para interés de nuestra
investigacion solo nos dedicaremos al entendimiento de la encia ya que es el
elemento principal que intervienen en la unién de los tejidos blandos con el cuello

del implante.

La encia es una fibromucosa formada por tejido conectivo denso con una cubierta
de epitelio escamoso queratinizado que cubre el hueso alveolar y rodea a los
dientes. Se adhiriere al cuello de los dientes y/o implantes por medio del epitelio
de union (Figura 1.3 b.)que es una de las regiones del tejido gingival mas proxima
al diente y por medio de fibras de coldgeno tipo I, constituyendo una barrera
entre la cavidad oral llena de bacterias y el tejido conectivo gingival.1¢ Las fibras de
coldgeno I estan distribuidas en patrones predeterminados para resistir las fuerzas
de la masticacion. En el caso del implante las fibras de coldgeno se alinean en
direcciéon paralela a la superficie del implante.l* Por medio de estas fibras
conectivas o ligamentos se da el sellado a la altura de la encia adherida entre el
hueso alveolar y el cemento del diente. Estas estructuras coldgenas experimentan
un remodelado continuo (es decir, reabsorciéon de fibras viejas y formaciéon de

nuevas).
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CAPITULO 1

El tejido predominante de la encia es el tejido conectivo. Los componentes
principales son las fibras de coldgeno del tipo I, vasos sanguineos y nervios,
ademas de proteoglicanos y acido hialurénico. La matriz de este tejido conectivo,
es producida principalmente por los fibroblastos gingivales que son las células
mas abundantes (65%) y cuya funcién es sintetizar diversos tipos de fibras del
tejido conectivo y de la matriz extracelular. Las demas células son: melanocitos
(células que sintetizan pigmento) y las células de Langerhans que actian como
mecanismo de defensa de la mucosa bucal. Otros tipos de células minoritarios son:

mastocitos, macréfagos, granulocitos neutroéfilos, linfocitos y plasmocitos.1?

1.3 EL COLAGENO

El coldgeno es la principal proteina fibrosa de los tejidos conectivos como los
vasos sanguineos, la piel, la cérnea, los cartilagos, los ligamentos, tendones, y
huesos, y de los tejidos que rodean al diente 20. Es sintetizado por los fibroblastos y
juega un papel importante en la formaciéon de tejidos y 6rganos y esta implicado

en varias funciones de la célula.21.22

El colageno, como muchas otras proteinas, se distingue por tener varios niveles de

orden estructural. Jerarquicamente, parte de una estructura primaria formada por

la union de secuencias de aminoacidos a lo largo de una H
cadena.?? Los aminoacidos (AA) son compuestos "

H
organicos que estan formados por un carbono :
asimétrico alfa unido a: un grupo carboxilo (-COOH),un H

X

grupo amino (NHz), un hidrégeno y una cadena lateral .

Figura 1.4: Estructura
con un grupo funcional al final representado con la letra de un aminodcido1?

X en la Figura 1.4.

Este dltimo grupo funcional varia en composiciéon y es el que determina las
propiedades de cada uno de los aminoacidos. La unién de varios AA da lugar a
cadenas llamadas polipéptidos o simplemente péptidos. Se suele hablar de

proteina cuando la cadena polipeptidica supere los 100 aminoacidos aunque
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existen proteinas mas cortas. Dos aminoacidos se combinan en una reaccion de

condensacion que libera agua formando un enlace peptidico.

Amino acido (1) H Aminoacido (2)
H 8 H 8
H H

X X

Agua
Dipéptido

Figura 1.5: Representacion de la reaccién entre dos aminodcidos, en la
cual se genera un enlace peptidicol1®

El enlace peptidico es un enlace covalente entre el grupo amino (-NHz) de un AAy
el grupo carboxilo (-COOH) de otro AA. El enlace peptidico implica la pérdida de
una molécula de agua y la formacién de un enlace covalente C-N (Figura 1.5). Se
pueden seguir afiadiendo aminoacidos al péptido, pero siempre en el extremo
COOH terminal. Como consecuencia del establecimiento de enlaces peptidicos
entre los distintos AA que forman la proteina se origina la cadena principal que

compone la estructura primaria del colageno (Figura 1.6).24

Figura 1.6: Representacion
esquemdtica de la estructura
primaria del coldgeno conformada
por la union de secuencias de
aminodcidos (AA)120
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CAPITULO 1

La estructura secundaria del colageno es producto de la
configuracion espacial de la cadena polipeptidica que 8 .-'H‘\a’ .
resulta de la formacion de puentes de hidrogeno entre & f@a @
péptidos, dando lugar a la denominada hélice alfa (cadena =

@ i "‘
«) (Figura 1.7). El grupo carboxilo (-COOH) de un @ & 22

- L . Pla
aminoacido se une por puente hidrégeno al grupo amino (- = R
NHz) de otro aminoacido que esta tres residuos mas alla (n © ‘ .
3
+ 4). De esta manera cada grupo CO y NH de la estructura @

central (columna vertebral o "backbone") se encuentra Figura 1.7: Estructura
secundaria del coldgeno

unido por puente hidrégeno. .
porp 8 en forma de hélice a 121

La estructura terciaria del coldgeno es la unién de 3 cadenas a-polipeptidicas, cada
una formada por méas de 100 aminodcidos. En el colageno tipo I, dos de las cadenas
son denominadas como ol con una composicién de aminoacidos idéntica y una
cadena a2 con una composicion distinta. Los principales AA del colageno son la
glicina (Gly), la prolina (Pro) y la hidroxiprolina (Hyp). Estos aminoacidos
representan mas del cincuenta por ciento del total de aminoacidos.?4-2¢ La
abundancia de la glicina tiene un papel en la triple configuraciéon gly-pro-hyp,
donde los dos ultimos AA controlan la configuracion de la cadena debido a la alta

rigidez de sus residuos con estructuras en forma de anillo (Figura 1.8).

N Z y Figura 1.8: Union de los

~\ H ') principales  aminodcidos
y
>\“HJ ' 1 presentes en las cadenas
R
OH

[I/
” ':/Eh UI”K \/L alfa del coldgeno: glicina,

prolina e hidroxiprolina 23
Glicina : = :
Prolina Hidroxiprolina
La ausencia de una cadena lateral en la glicina, permite un acercamiento de las
cadenas polipeptidicas y facilita uniones por puente de hidrogeno entre la prolina
de una cadena y la hidroxiprolina de otra cadena a tal y como se esquematiza en la

Figura 1.9.
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@D Figura 1.9: Representacién

Cadena a E esquemdtica de la estructura en
triple  hélice del coldgeno,

G X Vi formada por la unién de tres
Gly Pro Hyp

cadenas or 23

Cadena a

Finalmente, la estructura cuaternaria se caracteriza por la repeticiéon de la unidad
estructural supramolecular, compuesta por muchos paquetes de triples hélices en
un entramado especifico el cual constituye el elemento basico del estado sélido, las
microfibrillas de coldgeno. Las triples hélices dentro de la microfibrilla, son
aproximadamente paralelas al eje de la fibra, todas ellas se ponen en la misma
direcciéon dando lugar a un espesor de mas o menos 64nm que se puede observar

en un microscopio electrénico.

El colageno, mas que una proteina unica, se considera como una familia de
moléculas estrechamente relacionadas pero genéticamente distintas, por lo cual
existen varios tipos de colageno dependiendo el tipo de tejido conectivo que
conformen. Entre los diferentes tipos de colageno los mas comunes son: el
colageno tipo I abundante en la dermis (incluyendo la encia), en la parte organica
del hueso, tend6n y dentina, el coldgeno tipo Il que compone al cartilago, el tipo III
que se encuentra en las paredes de los vasos sanguineos; el tipo IV que forma la
lamina basal de los epitelios y tipo V que se encuentra en las paredes celulares.?”
Sin embargo el 90% del colageno en el cuerpo es el tipo I. En lo sucesivo, cuando se
utilice en este documento el término colageno se hara referencia, a menos que se
indique lo contrario, al colageno de tipo I, que es el componente principal de los

tejidos conectivos de la encia.1®

Entre las propiedades mas destacables del coldgeno dentro de las aplicaciones
biomédicas estan la biodegradabilidad y el hecho de que no genera respuesta
inmune.2122 Una de las razones por las cuales el coldgeno es usado en aplicaciones

biomédicas es porque éste puede formar fibras con alta resistencia y estabilidad
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CAPITULO 1

debido a su estructura entrecruzada.?? 20 Ademas, es sabido que el colageno tiene
propiedades hemostaticas, activando la agregacion plaquetaria y la formacién del
coagulo, paso necesario para la formacién de tejido. Por todo ello el colageno
aparece como un material capaz de estimular la respuesta celular28-30, mejorando

la funcién bioldgica de los biomateriales.”-31-33

Diferentes estudios sugieren que el colageno de tipo I promueve la adhesion de las
células del tipo fibroblasto al poseer secuencias GFOGER (glicina-fenilalanina-
hidroxiprolina-glicina-glutamato-arginina), las cuales son reconocidas
principalmente por las integrinas alf31 y aZ2f31 presentes en los fibroblastos -
proteinas que participan en la unién de las células con la matriz extracelular.?8-
303435 En base a lo anterior, en este estudio se busca favorecer la respuesta de las
células del tipo fibroblasto, mediante la inmovilizacién del coldgeno tipo I sobre la
superficie del titanio y asi mejorar y/o acelerar la unién de los tejidos de la encia al

implante.

1.4 LOS FIBROBLASTOS Y SU INTERACCION CON EL COLAGENO TIPO I

Los fibroblastos pertenecen a la familia de las células de los tejidos conectivos
entre las cuales también se encuentran las células que producen cartilago, las
células oseas, las células musculares lisas y las células del tejido adiposo. Estas
células se especializan en secretar matriz extracelular colaginosa y son
responsables de la estructura de los tejidos. Los fibroblastos estan dispersos en el
tejido conectivo, en el cual secretan matriz extracelular (MEC) elastica que es rica
en coldgeno del tipo I y 1l. Los fibroblastos tienen la capacidad de proliferar
rapidamente, por lo cual son uno de los tipos de células mas utilizados para

estudios de biologia celular .36

Los fibroblastos estan involucrados en los procesos de cicatrizacién de las heridas.
Cuando el tejido es dafiado, el primer evento que tiene lugar es una hemorragia,
producida por la alteracidon de los vasos sanguineos, seguida por la agregacion

plaquetaria que lleva a la formacién del coagulo, en el que la fibrina y la
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fibronectina forman una matriz provisional para las posteriores respuestas
celulares. Los factores segregados por las plaquetas desencadenan la migracion de
células inflamatorias (macro6fagos), que después de limpiar el lugar de la herida,
inducen la fase de proliferacién, a partir de la producciéon de factores de
crecimiento y citoquinas que promueven la afluencia y proliferacion de
fibroblastos en el lugar de la herida. Estos ultimos, inician la produccién de

colageno lo cual ayuda a reparar el tejido dafiado.

Los componentes de la MEC pueden influir en el estado de diferenciacién de las
células del tejido conectivo a través de efectos tanto fisicos como quimicos,
influyendo en la adhesién celular y en su forma. Es bien sabido que la matriz
extracelular es quien brinda el soporte necesario a las células para que puedan
adherirse, comunicarse entre ellas e interactuar. Las interacciones célula - matriz
tienen un alto grado de especificidad, requieren un reconocimiento inicial,
comunicaciones fisicas, quimicas y eléctricas, una reorganizacién citoesquelética
y/o migracion. Los receptores celulares de la adhesion, llamados integrinas, actian
como moléculas de sefnalizacion transmembrana que trasmiten la informacién del
ambiente exterior al interior de la célula. En el caso de los fibroblastos gingivales,
estos receptores interaccionan con el colageno del tejido de la encia y lo van
remodelando mientras las células promueven la regeneracién de tejido

conectivo.37

La remodelacion de los tejidos incluye la sintesis, reorganizacion y degradacion del
colageno. En el caso de la degradacion a nivel extracelular, esta se da a traveés de
unas encimas denominadas metaloproteinasas que son secretadas por los
fibroblastos después de reconocer el colageno sobre el que se encuentran.3839
También existe una degradacion del colageno a nivel intracelular que esta dada
por la fagocitosis y la digestion de las fibras de coladgeno por medio de encimas
denominadas catepsinas que se encuentran dentro de los lisosomas de las

células.40
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1.5 ESTRATEGIAS USADAS PARA MEJORAR LA OSTEOINTEGRACION Y
EL SELLADO BIOLOGICO DE IMPLANTES DENTALES

En la actualidad, el nimero de odontdélogos que colocan implantes se ha
incrementado en todo el mundo gracias al éxito clinico alcanzado, a la gran
variedad de implantes y al avance en la técnica quirurgica. Se estima que un millén
de implantes dentales endo-6seos se colocan cada afio en todo el mundo*!, con un
tasa de supervivencia reportada entre 85 y 89% entre los 10 y 15 afios de
seguimiento. Sin embargo entre el 5 y el 14% de los implantes dentales fallan, lo
cual limita el éxito clinico e impone cargas de salud y econdmicas a los pacientes y

a los sistemas sanitarios.42-45

Algunos de los implantes fallan debido a causas biomecdanicas, como fracturas o
dafios estructurales del implante.#647 Otros fallan debido a causas bioldgicas,
dentro de las cuales esta la reabsorcion del hueso mandibular 48 y/o la formacién
de una capsula fibrosa alrededor del implante de unos escasos 5-10nm de grosor,
la cual impide que el implante se adhiera a los tejidos que lo rodean.#® Ademas, la
pobre fijacién de los tejidos de la encia al cuello del implante puede degenerar en
una peri-implantitis causada por la acumulacién de placa dento-bacteriana en el
area de los tejidos blandos y en consecuencia producir el aflojamiento y perdida
del implante debido a la interaccién de las bacterias con los tejidos 6seos que
rodean al implante que llevan a su reabsorcion.18415051 De hecho se ha reportado
que la peri-implantitis representa una causa de fallo del 11% de los implantes

dentales.444552,53

Con el fin de favorecer la union de los tejidos con el implante, se han venido
implementado multiples estrategias para la mejora de las propiedades de
superficie de los implantes dentales. En el caso de los implantes de titanio el
objetivo final es obtener una superficie bioactiva. Las estrategias mas utilizadas,
consisten en el control de la rugosidad (modificacidn fisica), la aplicacién de un
tratamiento quimico sobre la superficie (modificacién quimica inorganica) o la
aplicaciéon de recubrimientos bioactivos y biomiméticos (modificacion quimica

organica).>*
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1.5.1 Mejora de la osteointegracion

En los ultimos 20 afios se ha alcanzado una creciente taza de éxito relacionada con
la mejora de la osteointegracion de los implantes, mediante numerosos
tratamientos y/o modificaciones de la superficie del implante.>5->% En cuanto a la
topografia, es conocido por ejemplo que aumentar la rugosidad del Ti c.p. mejora la
respuesta osteoblastica in vitro y la fijacién mecanica in vivo.57.60 En una revision
bibliografica de cerca de 120 publicaciones realizada por Wennerberg et al,, en
2009, se report6é que la gran mayoria de las publicaciones demostraron que la
respuesta del hueso se vio influenciada por el cambio en la topografia de la
superficie de implantes de titanio. En esta recopilacién, no pudieron comparar las
publicaciones debido a la variacién de la calidad de las superficies estudiadas y
por lo tanto no pudieron definir que rango exacto de rugosidad favorecia la
osteointegracidn, debido a que en algunas publicaciones las superficies con ciertos
valores de rugosidad eran descritas como rugosas, mientras que en otras

publicaciones estos mismos valores eran descritos como superficies lisas 61.

Otro tipo de tratamiento utilizado para mejorar la osteointegracién ha sido el
tratamiento quimico de la superficie, el cual fue introducido por Kokubo en 1990.

En este proceso la superficie del titanio se trata con una solucién basica de NaOH,
la cual genera un gel de titanato de sodio, que se estabiliza mediante un
tratamiento térmico, dando lugar a la formacién de una capa de titanato de sodio
parcialmente cristalina. Una vez formada la capa de titanato, se espera que tanto
in-vitro como in-vivo, la superficie del material se recubra de grupos Ti-OH por
medio del intercambio de iones entre la superficie que alberga Na*, con iones H30*
procedentes de suero fisiologico (SBF) en el cual se sumergen las superficies o
procedentes de los fluidos corporales cuando el implante entra en contacto con los
tejidos. Mediante esta técnica se puede obtener un recubrimiento de apatita
similar a la que se encuentra en el hueso.62 Otro método utilizado para depositar
apatita sobre titanio, consiste en sumergir superficies de TiO2 poroso, en una
solucion 1:1 de H3POs4 + H202 y posteriormente sumergirlas en una solucién de
Hank.®3 Se evalué la respuesta de células provenientes de osteosarcoma,
obteniendo una mejor adhesiéon celular cuando estas superficies fueron

comparadas con titanio sin ninglin tratamiento.
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Otras propuestas radican en la biofuncionalizaciéon de superficies con distintas
moléculas biol6gicamente activas como por ejemplo: péptidos que contienen ciclos
DfKRG®4, colageno tipo 31, celulosa de carboximetil fosfatado® péptidos con
secuencias RGD7.65, inmovilizacién de péptidos amfifilicos8, sulfato de condroitina y
proteina morfogenética oOsea-2(BMP2)%6. Se han realizado estudios de:
inmovilizacion de BMP-2 (rhBMP-2) sobre titanio®”.¢8, polimeros bioactivos que
contienen sulfonatosa (sulfonato sédico de estireno, NaSS) y carboxilatos (acido
metil-acrilico, MA) injertados sobre aleaciones de titanio®%7’0 En todos estos
estudios se realizaron estudios in-vitro con diferentes tipos de células
osteoblasticas, en los cuales obtuvieron una mejora de la respuesta celular asi
como una mayor expresion de fosfatasa alcalina, sobre las superficies recubiertas
con los diferentes péptidos y/o proteinas, en comparaciéon con superficies sin

ningdn recubrimiento.

En otros estudios relacionados con la inmovilizaciéon de péptidos y/o proteinas, se
observod, que el cambio en la rugosidad afecta el grado de hidrofilicidad de la
superficie, lo que posteriormente afecta a la cantidad de proteinas que se adsorben
en la superficie. Algunos autores han reportado que cambios en la rugosidad,
aumentan el area superficial del material, y esto a su vez aumenta la cantidad de
moléculas bioldgicas que se adhiere.”1-73 Sin embargo otros autores han concluido
que no hay una relacién lineal entre la rugosidad y la cantidad de proteina
absorbida.’+7> Estas diferencias en la opinién respecto al efecto de la rugosidad
sobre la cantidad de molécula adherida, y la respuesta de células y tejidos pueden
ser debidas a que en los estudios se utilizan diferentes sustratos, al tamafio de las
proteinas, a los métodos empleados para evaluar la adsorcidon de las proteinas y
por ultimo al grado de rugosidad producido sobre las superficies. Por lo tanto es
necesario verificar en este estudio de qué manera puede influir el grado de

rugosidad que producimos sobre el titanio en la adsorcién del colageno tipo L.

Entre las distintas biomoléculas estudiadas, hay que destacar los resultados
obtenidos con la inmovilizacién de coladgeno. Algunos estudios han demostrado
que la adhesion celular osteoblastica es mejor sobre superficies de titanio

recubiertas con colageno tipo I que para implantes sin recubrir.32355657 Todos
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estos estudios analizaron la interaccion con osteoblastos, sin embargo es poco lo
que se ha probado en cuanto al comportamiento de los demas tipos de

células.59.67.76,77

1.5.2 Mejora del sellado biolégico

En el tema de la mejora del sellado biolégico -recuperacion del tejido blando de las
encias alrededor del implante-, algunos estudios han visto una mejora notable en
la respuesta de fibroblastos y/o en la adhesién de los tejidos blandos de la encia
sobre la superficie del cuello del implante cuando realizan modificaciones a nivel
micro y nano-topografico en la superficie de diferentes sustratos. Algunos autores
como Dalby 2007 y Lee et al 2009, han reportado que superficies con micro y/o la
nanotopografia mejoran la proliferacion de fibroblastos y la expresién de genes
tipicos de la produccién y remodelaciéon de la matriz extracelular.’879 Algunos
incluso han observado la formacién de fibras del tejido conectivo de las encias,
perpendiculares al implante y en la misma direcciéon de micro ranuras generadas
sobre la superficie del implante.l” Otros autores aseguran que la combinacion de
multiples tamafios de ranuras controlan la orientacién tanto de los fibroblastos
como de los componentes de la matriz extracelular que secretan estas células.80 En
uno de los estudios mas recientes se ha observado que, a pesar de que la
generacion de micro-ranuras no influye en el numero de fibroblastos adheridos en
comparacién con superficies de titanio lisas, si que se da una mejor expresién de
las proteinas relacionadas con la produccién temprana de matriz extracelular,
sugiriendo una rapida formacion de tejido alrededor del implante, el cual es

necesario para lograr un sellado biolégico.3°

En el caso de la biofuncionalizacion de la superficie del implante para mejorar el
sellado biolégico, se han reportado estudios de superficies de titanio recubiertas
con péptidos y/o proteinas que mejoran la adhesion de células gingivales
(fibroblastos gingivales y endoteliales gingivales). Dean et al., encontraron que los
implantes de titanio recubiertos con fibronectina mejoraban el enlace de
fibroblastos gingivales y implantes recubiertos con laminina mejoraban la
adhesion de las células epiteliales gingivales.8! Endo reporté la eficiencia de

inmovilizar fibronectina en implantes de NiTi para mejorar la respuesta de células
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humanas gingivales.82 Zhao et al., compararon la respuesta de células gingivales
sobre superficies de titanio puro y superficies de titanio recubiertas con RGD,
mostrando que la adhesion y extension tanto de fibroblastos como de células
epiteliales gingivales fue mejor sobre las superficies con RGD inmovilizado
covalentemente sobre las superficies de titanio.83 Werner et al.,, realizaron un
recubrimiento de péptido derivado de la laminia-5 a3, pero en este caso no se
usaron silanos sino que el péptido se inmovilizo por medio del entrecruzamiento
con el copolimero (PLL/PGA)s5-PGA depositado sobre superficies de titanio lisas y
porosas, las cuales se utilizaron en el disefio del cuello del implante. En este caso se
estudié la respuesta de células del tipo epitelial gingival sobre estas superficies y
se observaron puntos focales, concluyendo entonces que tanto la porosidad de la
superficie como el recubrimiento favorecian la respuesta de las células epiteliales y

promovian la adhesién del tejido de la encia al cuello del implante.18

Hay pocos estudios referentes al uso de recubrimientos de colageno sobre titanio
para mejorar la respuesta de las células gingivales y/o el sellado bioldgico. En
cuanto a la mejora de la respuesta de fibroblastos, Nagai et al.,, investigaron la
influencia de inmovilizar colageno por fisisorcion sobre implantes de titanio en la
adhesion inicial de fibroblastos gingivales humanos, reportando un incremento de
la actividad de los fibroblastos con este recubrimiento, al comparar el efecto sobre
superficies sin recubrimiento.32 En cuanto a la influencia del colageno sobre la
adhesiéon del tejido blando peri-implantario in-vivo, uno de los estudios mas
recientes realizado por Welander et al, reportdé que las dimensiones de los
componentes del tejido conectivo y epitelial de la interfaz tejido blando/implante
fue similar en superficies de titanio sin recubrimiento y en superficies con
colageno inmovilizado en el cuello del implante.l* En este caso el colageno fue
integrado parcialmente a la superficie del titanio mediante una capa de o6xido
formada anddicamente. Sin embargo, para esta misma aplicacién, la inmovilizacién
de colageno a través del uso de organosilanos es un tema sobre el que no

conocemos hasta el momento ningtn trabajo publicado.

Finalmente la interfaz coldgeno/titanio, asi como la interfaz titanio-

biofuncionalizado/fibroblasto no ha sido estudiada de manera rigurosa. En esta
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tesis doctoral no so6lo se busca analizar la influencia que tiene el colageno
inmovilizado covalentemente sobre superficies de titanio en la interaccién
implante/células, si no también, evaluar con profundidad como los cambios en las
propiedades fisico-quimicas de la superficie provocados por los tratamientos
quimicos de modificacidn superficial, influyen en la mejora de la inmovilizacién de

proteinas y en la respuesta de las células.

1.6 BIOFUNCIONALIZACION DE SUPERFICIES

Su objetivo es aprovechar el conocimiento actual sobre el comportamiento celular,
la biologia y la bioquimica para inducir una reaccién celular especifica. De esta
manera se pretende controlar la respuesta biolégica de un material implantado,
como por ejemplo, el crecimiento del tejido vivo sobre los implantes. Esto se hace
mediante la inmovilizaciéon de biomoléculas funcionales que simulan el ambiente
de la matriz extracelular. Entre las biomoléculas mas utilizadas se encuentran las
proteinas, enzimas o péptidos bioactivos que poseen en su estructura secuencias
peptidicas capaces de inducir reacciones especificas en células a través de la unién
con sus receptores llamados integrinas, y por tanto, controlar la interaccion entre
el tejido y el biomaterial. En el caso del titanio, esta estrategia puede ser utilizada

para mejorar la cicatrizacion periimplantaria.

Con la biofuncionalizacion del titanio se obtiene un mayor control en la interaccion
entre el implante y los tejidos!9, lo que incluye:
i) Respuesta celular selectiva, soportando la adhesion y la rapida
diferenciacién celular.
ii) Resistencia a ataques de bacterias. Lo cual reduce la tasa de infecciones y la
necesidad de antibioticos.
iii) Reduccion del riesgo de inflamacién.
iv) Un incremento a largo plazo en la duracion del implante dentro del tejido,

debido a la mejora en la respuesta bioléogica.
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Cuando la modificacién incluye la biofuncionalizaciéon con moléculas organicas se
deben considerar las siguientes condiciones:

i) Se debe proporcionar un enlace estable, que no sea sensible a la hidrolisis
y que no desnaturalice o inactive las biomoléculas, interfiriendo con el
dominio funcional y su estructura. Para esto, se suelen usar grupos
funcionales o moléculas que proporcionan una interface para enlazar la
biomolécula a la superficie del material.

ii) La distancia entre estos grupos funcionales y la superficie del material
debe ser suficiente para permitir un movimiento flexible de la biomolécula
que se inmoviliza. Adicionalmente, es necesaria una orientacion particular
de las moléculas y una configuracion o estructura especificas.

iii) Para una interaccién efectiva entre las biomoléculas inmovilizadas y los
receptores celulares debe haber un cierto nimero de especies bioactivas

disponibles en la superficie.

En los ultimos afios, se han desarrollado nuevas técnicas para funcionalizar los
implantes dentales de titanio con moléculas organicas. En general, las moléculas
organicas, pueden ser adheridas a la superficie a través de fisisorcidn monocapas,
auto-ensambladas (self-assembled monolayers SAM) y enlace covalente
(silanizacion).598485 A continuacién sélo se hablard de la inmovilizacién de
moléculas a través de la fisisorciéon y del uso de los silanos, ya que estos ultimos

son los que son objeto de interés de este proyecto.

1.6.1 Fisisorcion de biomoléculas

La técnica de adsorcion fisica o fisisorcién, conlleva la inmersion del implante en
una solucién que contenga la molécula bioactiva de interés, seguida por una
adsorcidn espontanea de dicha molécula. La adsorcién de moléculas es un proceso
muy complejo que depende de la quimica de la superficie, la topografia, las
interacciones electrostaticas entre las moléculas y con la superficie, y las
propiedades de la solucién. Las moléculas tienden a adsorberse sobre superficies

que sean hidroéfilas o que por lo menos tengan cierta mojabilidad.>9.86
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La capa de 6xido que posee el titanio de forma natural tiene un punto isoeléctrico
de 3.5-6.7, que indica que esta capa se carga negativamente en condiciones
fisioldgicas. Por lo tanto, las moléculas cargadas positivamente bajo estas
condiciones pueden adsorberse debido a interacciones electrostaticas.l® Con esta
idea G. Csucs inmovilizé poli-L-lisina sobre una capa de 6xido de titanio.8” La
eficacia de la adsorcion de biomoléculas en superficies metalicas oxidadas depende
de la reactividad de los grupos disponibles en dicha superficie y de los productos
quimicos utilizados para formar puntos activos de enlace. Por lo tanto es
importante controlar la capa de 6xido superficial y para ello se requiere de un
proceso de limpieza y/o oxidacion controlado que facilite la reproducibilidad del

protocolo.

La produccién de una capa de 6xido controlada, asi como la introduccién de grupos
hidroxilos sobre la superficie de materiales metalicos como el titanio, se puede
realizar mediante una limpieza/activacion por medio del tratamiento de plasma de
oxigeno o por ataque quimico, por ejemplo con H2S04/H202 (solucién pirafia).
Ambas técnicas proporcionan capas de 6xido limpias y homogéneas.88-92 En el caso
de las superficies con grupos hidroxilos, la interacciéon con la biomolécula se da
principalmente mediante puentes hidrégeno e interacciones electrostaticas y/o
polares. Sin embargo, el proceso de adsorcion de biomoléculas sobre superficies
mediante este tipo de interacciones dan lugar a uniones de caracter débil y es
posible que las biomoléculas inmovilizadas sean desplazadas por proteinas del
medio cuando el material es implantadol?, lo que compromete la estabilidad de las

capas obtenidas.

1.6.2 Inmovilizacion de biomoléculas mediante el uso de silanos

Una de las desventajas de la fisisorcion es el pobre control de la cantidad, la
densidad y la estabilidad de las moléculas adsorbidas, asi como la pérdida de
conformaciéon que los péptidos y proteinas pueden sufrir, con el consiguiente
cambio de su bioactividad. Para evitar estas limitaciones, las técnicas de enlace
covalente consiguen la inmovilizacién y la orientacion especifica de la molécula
sobre la superficie. La principal ventaja de las técnicas de enlace covalente es la

posibilidad de inmovilizar cantidades conocidas de molécula y controlar la
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orientacion de ésta sobre el material. El enlace covalente de moléculas sobre
superficies de implantes de titanio es un método complicado, que requiere de
superficies previamente funcionalizadas con grupos reactivos, tales como grupo
amino o carboxilo los cuales pueden reaccionar posteriormente con las funciones
acidas o basicas de las moléculas respectivamente, obteniendo finalmente enlaces

amida estables entre el material y la molécula.>®

Una forma de funcionalizar la superficie de un material es a

través del proceso de silanizacién. En la silanizacién, son | Material organico

i Grupo
X— funcional
monomeros de silicio que contienen al menos un enlace |

(CH,),— Cadena

utilizados agentes quimicos llamados organosilanos, que son

carbono-silico (CH3-Si-). El silicio se encuentra en la misma

| alquilica

familia de elementos que el carbono en la tabla periddica, Si
or lo tanto, en su estado mas estable tiene la capacidad de /N Grupos
p P R R R_) Alcoxi

unirse a otros cuatro atomos como hace el carbono (Figura [ Material inorganico

1.10). Sin embargo, el silicio es mas electropositivo que el Figura 1.10.

Esquema general

carbono y no forma dobles enlaces estables, lo que le i
de un organosilano

permite formar reacciones quimicas muy utiles y

especiales.?3-95

Los organosilanos, son usados para crear un enlace entre la superficie oxidada del
titanio y las biomoléculas de interés. De este modo, componentes de la matriz
extracelular como la laminina, fibronectina, heparina, colageno, anticuerpos y
secuencias peptidicas pueden ser enlazadas covalentemente a la superficie del
titanio 598496-98  [,0s organosilanos ademas de ofrecer una mayor estabilidad, una
orientacion y una configuraciéon de la molécula inmovilizada, poseen agentes
espaciadores (cadenas alquilicas) que permiten un movimiento flexible de la
biomolécula inmovilizada, lo que proporciona a la silanizacién una ventaja sobre

las demas técnicas de biofuncionalizacion.8496-99

Los organosilanos poseen dos partes con reactividad diferentes. Por un lado, una
parte de caracter inorganico, que estd compuesta por grupos alcoxi, representados

con una R en la Figura 1.10. Los silanos poseen generalmente tres grupos alcoxi
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(grupos hidrolizables) que actiian como agentes de acoplamiento a los sustratos.
Estos deben ser previamente hidrolizados (activados) y condensados para
permitir la unién entre el silano y la superficie del sustrato.’* Por lo tanto la
facilidad con la que se puedan hidrolizar dichos grupos es un factor importante
para lograr el enlace con el sustrato inorganico. La tasa de hidrolisis de de algunos
de los grupos alcoxi mas comunes en los organosilanos®, se muestra en la Figura

1.11.

M t-Butoxi

4 [sopropoxi 500
M Etoxi

H Metoxietoxi

H Metoxi

100
Lo

Figura 1.11. Tasa de hidrdlisis para diferentes grupos alcoxi que pueden estar presentes en
un organosilano>

Los grupos alcoxi mas utilizados en los silanos, son el metoxi (-0O-CHz3) y/o el etoxi
(-0-CH2-CH3), debido a que son faciles de manejar, son altamente hidrolizables lo
cual proporciona una alta reactividad a la molécula, y por dltimo los alcoholes que
quedan como subproducto de la reaccién de hidrélisis son volatiles y no
corrosivos.100101 [,0s metoxisilanos son capaces de reaccionar con los sustratos
bajo una atmosfera saturada de vapor que contiene dicho silano. Los etoxisilanos,
que son menos reactivos, requieren de un catalizador para obtener una reactividad
adecuada. Sin embargo, la baja toxicidad del etanol como subproducto de la
reaccion de adhesién entre el silano y la superficie, favorece el uso de los

etoxisilanos.93.95

Los tratamientos de superficies con silanos envuelven una reaccién quimica
liquido-so6lido. En general son sencillos de realizar y tienen bajo coste. Para
generar el enlace entre el organosilano y el sustrato inorganico, la superficie de
este ultimo debe poseer grupos hidroxilo. Materiales como el vidrio, silicona,

alimina y superficies de cuarzo asi como muchas superficies oxidadas de metales,
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son ricos en grupos hidroxilo. Pero para aumentar o generar una capa de grupos
hidroxilo mas controlada se requiere de procesos de limpieza y/o activacion
controlados como el tratamiento de plasma de oxigeno o el ataque quimico con
H2S04/H202, como se menciono en el apartado 1.6.1. La ventaja de las reacciones
con silanos es la estabilidad debida a su estructura reticulada y covalente. Sin
embargo la reaccion entre el silano y un grupo hidroxilo esta sujeta a hidroélisis
basica, por lo tanto bajo algunas condiciones puede ocurrir una ruptura de este

enlace.85

La otra parte del silano es de caracter organico, la cual estd compuesta por una
cadena alquilica (por ejemplo: el grupo propileno, -CH2-CH2-CH2-) que posee en su
extremo un grupo organofuncional representado con una X en la Figura 1.10. Entre
los grupos organofuncional que se pueden unir a la cadena hidrocarbonada se
incluyen: el cloro, grupos carboxilo, grupo amina y grupo epoxi entre otros. La
mayoria de estos grupos actiian como, electrofilos, es decir, como grupos que
permiten el ataque nucleéfilo por parte de los grupos funcionales presentes en las

biomoléculas, los cuales actiian como nucledfilo.

La cadena alquilica (cadena hidrocarbonada) actiia como grupo espaciador entre el
silicio y el grupo funcional. Al ser ductil tiene la capacidad de absorber
parcialmente las tensiones que se producen en la interfaz tejido-biomaterial y
también puede servir para orientar y exponer adecuadamente la molécula
bioactiva enlazada al silano, a fin de inducir las reacciones tisulares deseadas.88
Debido al caracter quimico de cada una de las partes que componen a los
organosilanos, éstos pueden actuar como interfaz entre un material inorgdnico
como el vidrio, metal o un mineral, y un material orgdnico como polimeros,

proteinas o péptidos.

La inmovilizacién de proteinas en superficies metalicas previamente silanizadas ha
demostrado ser exitosa, ademdas de ser una de las técnicas mas utilizadas por su
alta reproducibilidad en la funcionalizacion de superficies metalicas.6>98486 En la

ultima década varios autores han visto que diferentes tipos de organosilanos
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pueden reaccionar con el titanio, ofreciendo mejoras en sus enlaces con

biomoléculas.84

Dentro de los organosilanos conocidos y utilizados sobre superficies metalicas
como el titanio, los mas investigados en los ultimos afios han sido los aminosilanos
debido a que estos poseen como grupo funcional una amina la cual se enlaza
facilmente con biomoléculas.® Es el caso de Miiller et al., quienes estudiaron como
el 3-aminopropil-trietoxi-silano (APTES) adherido covalentemente sobre titanio
contribuye de manera favorable en la inmovilizacién de coldgeno.3> En 2007,
Bagno et al., gracias al uso del aminoalquil-trialcoxi-silano, lograron inmovilizar
péptidos con secuencias RGD que promueven la adhesion celular no especifica, y
peptidos con secuencias HVP que mejoran la adhesién celular a traves de el
mecanismo mediado por proteoglicano, que es un mecanismo especifico de los
osteoblastos.” Sargeant et al., lograron inmovilizar péptidos amfifilicos sobre NiTi
con aminosilanos depositados en medio liquido, con el fin de evaluar su influencia
en dos tipos de celulas, celulas endoteliales de arteria pulmonar y en celulas pre-

osteoblasticas de craneo de raton.8

Los aminosilanos poseen una amina como grupo funcional que requiere ser
activada mediante el uso de un agente entrecruzante, para lograr el enlace
covalentemente con los grupos funcionales de las biomoléculas. A pesar de que ha
sido demostrado que dicho agente entrecruzante es muy eficaz para enlazar
biomoleculas, su uso representa una etapa adicional en el proceso de silanizacion

de la superficie del titanio.

Para evitar el aumento de costos y tiempos de produccién, asi como de posible
efectos segundarios, lo ideal es que las modificaciones quimicas de la superficie
sean minimizadas y simplificadas. Por lo tanto, en este trabajo se propone el
desarrollo de un nuevo método de silanizacién y el uso de otros organosilanos,
que permitan un enlace covalente directo con las biomoléculas. Para lograr este
objetivo se propone estudiar al 3-cloropropil-trietoxi-silano (CPTES) y al 3-
glicidiloxipropil-trietoxi-silano (GPTES) (Figura 1.12). Ambos silanos tienen en

comun 3 grupos etoxi (Eto), responsables de la unién con la superficie del titanio y
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se diferencian en sus grupos organofuncionales. El CPTES posee como grupo
funcional un cloro (Cl), que favorece la sustitucion nucledfila, y por lo tanto
requiere pH de trabajo neutros-basicos y el GPTES posee un grupo epoxi, que tiene
un potencial de reactividad mas alto que el del cloro del CPTES, y por tanto
permite el trabajo en un rango de pH mas amplio.l192 Ambos grupos
organofuncionales no necesitan de activacion, en comparacién con el grupo amina
del APTES. A pesar de que el CPTES y el GPTMS han sido reportados
anteriormente, no conocemos hasta el momento ningtn trabajo publicado, en el
cual estos sean utilizados para inmovilizar colageno sobre superficies de titanio, ni

en el cual hayan evaluado su respuesta sobre células fibroblasticas.

CPTES _ GPTES
3-Cloropropil- trietoxi-silano 3-Glicidiloxipropil-trietoxi-silano

Figura 1.12: Estructura quimica del 3-cloropropil-trietoxi-silano (CPTES) y el 3-
glicidiloxipropil-trietoxi-silano (GPTES). El CPTES tiene como grupo organofuncional el cloro
y el GPTES un grupo epoxi.

En la literatura se ha reportado el uso del CPTES para silanizar superficies
diferentes al titanio, como por ejemplo, superficies de Silicio para ser usadas en la
industria quimical® é como reforzante del caucho!%4. En un estudio desarrollado
recientemente por Tsiourvas et al, se utiliz6 CPTES para enlazar covalentemente
capas de poli(etileno-imina) hyper-ramificado sobre superficies de titanio para
promover la deposicion de fosfatos de calcio a partir de suero corporal
simulado.195 En estudios realizados recientemente dentro de nuestro grupo de
investigacion se ha utilizado el CPTES para co-inmovilizar oligopeptidos de RGD y
PHSRN106 y para inmovilizar polimeros a base de proteinas como la elastina con
secuencias RGD197 sobre superficies de titanio. En ambos estudios se ha logrado

mejorar la respuesta in vitro de celulas osteoblasticas.
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En cuanto GPTES no conocemos hasta el momento ningun trabajo publicado sobre
el uso de este en aplicaciones biolégicas. La mayoria de los estudios reportados
hablan sobre el GPTMS (3-glicidoxipropil-trimetoxi-silano), que es similar al
GPTES en cuanto al grupo espaciador y al grupo funcional que en ambos casos es
un anillo epoxi, pero se diferencian en cuanto a los grupos alcoxi, ya que el GPTMS
posee tres grupos metoxi a diferencia del GPTES que tiene tres grupos etoxi. El
GPTMS ha sido utilizado para fabricar andamios de quitosano, a partir de mezclas
de ambos con diferentes concetraciones. En dicho trabajo se estudié como la
variacion de la concentracion del GPTMS en la mezcla, afectd el tamarfio de los
poros obtenidos en el anadamio. Ademas, se realizé un estudio in-vitro con MG63,
en el que se determin6 que los andamios hibridos de quitosano-silicato porosos
obtenidos no presentaron una respuesta citotoxica.l98En estudios mas recientes,
fue utilizado para inmovilizar PEG sobre vidrios hibridos inorganico-organico de
titanio mas nitrato de cromo. En dicho estudio sélo caracterizaron la superficie
para determinar la eficiencia de su método de inmovilizacién, pero no realizaron
ninguna prueba biolégica.1%° En otro estudio compararon el GPTMS y el APTES
como agentes para unir particulas de silica. Tambien determinaron la eficiencia de

un nuevo metodo de silanizacion sin el uso de solventes organicos.110

1.6.3 Etapas del proceso de biofuncionalizacion de superficies de titanio

La biofuncionalizacién es un proceso que involucra una secuencia de tratamientos
fisico-quimicos de la superficie de un material, cuya finalidad es obtener la
inmovilizaciéon de moléculas bioactivas sobre un material. En este apartado se
incluye una descripcion completa del disefio experimental propuesto de cada una
de las etapas del proceso de biofuncionalizacién para obtener la inmovilizaciéon de

colageno sobre la superficie del titanio.

a) Limpieza y activacion

Tratamiento con plasma de oxigeno

Uno de los métodos utilizados para tratar la superficies es denominado
plasma de oxigeno, el cual tiene como ventajas la simplicidad, el incremento de la
eficiencia y la seguridad ambiental.11l La superficie en contacto con el plasma

experimenta interacciones con los iones del gas usado, lo cual resulta en una
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variedad de cambios de la superficie que estan involucrados con los procesos de
enlace quimicos. Las especies activadas en el gas combinadas con la energia UV
crean una reacciéon quimica con los contaminantes de la superficie, derivando en
un volatizacion y remocion de éstos. Ademas, el tratamiento con plasma también
se puede usar para crear grupos funcionales activos, tales como grupos amina,
carbonilo, hidroxilo y carboxilo. En este trabajo, se ha utilizado plasma de oxigeno
para generar grupos hidroxilo y aniones de oxigeno sobre la superficie del Ti. Por
lo tanto se estudia el efecto que éste tratamiento tiene sobre la superficie y sobre la

eficiencia del proceso posterior de silanizacion.

Radicales o*

Figura 1.13: Representacion esquemadtica de del tratamiento de plasma por oxigeno, en el
cual se generan iones, electrones, radicales y protones de oxigeno que interactian con la
superficie del titanio para eliminar contaminacién y generar grupos hidroxilo.

El plasma de oxigeno se suele realizar a baja temperatura, lo cual genera la
ionizacién del gas a una presiéon entre 1.33 Pa (N/m2) y 26.6 Pa. Este proceso se
realiza dentro de una cdmara de vacio donde los gases atmosféricos son evacuados
por debajo de los 1.33 Pa. Dentro de la cdmara, el oxigeno es energizado mediante
el uso de radiofrecuencia en el rango de UV, generandose especies que incluyen
iones, electrones, radicales y protones. La superficie en contacto con el plasma es
bombardeada con estas especies energéticas y su energia es transferida desde el
plasma a la superficie del material (Figura 1.13). Las reacciones con la superficie se
dan a una profundidad desde varios cientos de angstroms hasta 10um sin cambiar
las propiedades del sustrato. Al tratarse de un plasma de oxigeno la superficie es
enriquecida con grupos hidroxilo, los cuales benefician futuros procesos de

modificacion quimica.
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Ataque quimico con solucion piraria

La solucidn de piraifia, es una mezcla de acido sulftirico (H2S04) y peréxido
de hidrégeno (H202), y se usa cominmente para limpiar los residuos organicos que
hay sobre la superficie de un sustrato (Figura 1.14). La mezcla es un agente
altamente oxidante, que remueve la mayoria de materia organica y también tiene
la capacidad de hidroxilar la superficie (adicionar grupos OH-) haciéndola
altamente hidrofilica.88112113 Mediante la reacciéon de pirafia se genera una capa
casi homogénea de 6xido de titanio sobre la superficie, si se compara con la capa

de 6xido de titanio natural que suele ser mas heterogénea.

Figura 1.14: Representacion esquemdtica del ataque quimico con pirafia realizado sobre
discos de Titanio comercialmente puro.

Este tratamiento es usado en esta Tesis, como una segunda alternativa para
generar grupos hidroxilo sobre la superficie del Titanio. En otros estudios el
ataque quimico por pirafia ha sido utilizado como tratamiento previo a la

silanizaci6n.88113

b) Silanizaciéon

Para la silanizaciéon de las superficies de titanio se ha propuesto el método de
silanizacion en fase liquida, mediante el cual se busca hidrolizar los grupos alcoxi
del silano para que los grupos silanol resultantes se unan con los grupos hidroxilo
presentes sobre la superficie del titanio. Este tipo de reacciéon puede tener lugar
mediante diferentes tipos de mecanismos de reaccién entre el silano con la
superficie y/o entre las moléculas de silano. El mecanismo de reaccién en fase
liquida mas frecuentemente descrito en la literatura es el descrito por Matinlinna
et al,, y es el que se muestra en la Figura 1.15. En este mecanismo los grupos alcoxi

del silano se hidrolizan formando grupos silanol acidos e hidrofilicos (R-Si(OH)3),
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y liberan alcohol (R-OH). Durante la condensacion, los silanoles se unen con otros
silanoles para formar dimeros. La condensaciéon de estos dimeros da lugar a
oligbmeros de siloxano. Los oligdmeros de siloxano reaccionan entre si formando
enlaces siloxano ramificados (-Si-O-Si-) o una cadena de silanos polimerizada, y
finalmente en contacto con grupos hidroxilo presentes sobre la superficie del
titanio forman enlaces muy estables de -Si-O-Metal. Los siloxanos se enlazan
covalentemente a los grupos OH- presentes sobre el titanio.>° El tiempo de
hidrolisis varia dependiendo de la concentracién del silano en solucién y de la
temperatura, pero usualmente son suficientes entre 0.5 y 2 horas para formar el

enlace final con el sustrato.%4

Hidrolisis Condensacion Puentes de Formacion
hidrogeno del enlace

R R R R R R R R
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Figura 1.15: Posible mecanismo de la reaccién en fase liquida de trialcoxi-silanos con
sustratos metdlicos activados con grupos hidroxilo, donde tiene lugar la formacién de
silanoles antes de la union de los silanos con la superficie del material
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Figura 1.16: Posibles mecanismo de la reaccién en fase liquida de trialcoxi-silanos con
sustratos metdlicos activados con grupos hidroxilo, donde tiene lugar la reaccién de las
moléculas de silano con la superficie del material antes de darse (a) o no (b) la
polimerizacion entre silanos.
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A pesar de que el mecanismo mas comun descrito en la literatura es el anterior,
algunos autores creen que es poco probable que se dé la condensacion de silanoles
antes de tener lugar la reaccién con la superficie. Es el caso de Schlecht et al,,
quienes describen un mecanismo en donde después del proceso de hidrdlisis de
los grupos alcoxi de los silanos, cada una de las moléculas de silano interaccionan
primero con los grupo hidroxilo (OH-) presentes sobre la superficie del sustrato y
luego se da la polimerizaciéon entre los silanos (Figura 1.16-a).11* También
describieron otro posible mecanismo en el cual todos los grupos alcoxi del silano
pueden reaccionar con los grupos hidroxilo de la superficie del sustrato, y en
consecuencia la polimerizaciéon entre moléculas de silano podria no tener lugar

(Figura 1.16-b).

En este estudio tanto el CPTES como el GPTES han sido adheridos a la superficie
del titanio mediante el método de silanizacién en fase liquida. Se espera que para
ambos casos la unién entre el silano y la superficie del titanio sea igual, ya que
como se ha descrito anteriormente ambos silanos tienen en comuin los mismos
grupos alcoxi, en este caso grupos etoxi. Sin embargo no podemos asegurar cual de

los tres mecanismos antes descritos, podria tener lugar.

c) Inmovilizacion de colageno

Como se ha descrito anteriormente, la propuesta de este estudio es comparar la
inmovilizaciéon del colageno a través de la fisisorcion con el método de
inmovilizacion a través del uso de silanos, descrito en la literatura como enlace
covalente. La fisisorcién del colageno sobre las superficies de titanio activadas con
plasma y con pirafia se da a través de la adsorcién espontanea de la molécula. Los
enlaces producidos entre la molécula y la superficie, pueden ser de diferentes
tipos, como por ejemplo puentes de hidrégeno, interacciones de Van der Waals y/o
interacciones hidrofébicas (Figura 1.17 a). La formacién de uno u otro tipo enlace,
dependera de la quimica de la superficie, la topografia y las propiedades de la

solucién en la que se encuentre la molécula.

En cuanto a la inmovilizacién del colageno a través del uso de los silanos, en el caso
del CPTES, éste posee como grupo funcional un cloro, que favorece la sustitucion
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nucledfila, en la cual los grupos nucleofilos de la biomolécula (por ejemplo:
hidroxilo (OH-), aminas (NHz)) atacan al carbono electroéfilo, desplazando al grupo
saliente cloruro (Cl) (Figura 1.17 b). Este organosilano funciona mejor a pHs

neutros-basicos y no necesita de activacion.105115116

—
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Figura 1.17: Representacion esquemdtica de la inmovilizacion del coldgeno sobre
superficies de titanio modificadas. En la estructura del coldgeno la R representa los posibles
grupos funcionales que pueden reaccionar con la superficie: SH, NH; y/o OH-.
(a)Inmovilizacién del coldgeno a través de la fisisorcién. (b) Inmovilizacion del coldgeno
sobre las superficies silanizadas con CPTES, a través de una reaccion de sustitucion
nucledfila. (c) Inmovilizacién del coldgeno sobre las superficies silanizadas con el GPTES, a
través de una reaccion de adicién nucledfila.

De forma similar, el GPTES posee un grupo epoxi que es mas susceptible a la
adicion nucledfila, en la cual el anillo del grupo epoxi es abierto por el ataque
nucleéfilo de los grupos funcionales de la biomolécula. La apertura del anillo da
lugar a la protonacion del oxigeno, lo cual permite la formacién de un grupo
hidroxilo y da lugar al enlace covalente entre el carbono del grupo epoxi y el grupo
nucleéfilo de la biomolécula (Figura 1.17 c). Este organosilano en comparacién con

el CPTES, permite trabajar en un rango de pHs mas amplio.102.109

Para que el ataque nucledfilo sea mas favorable es deseable obtener protones
libres de los grupos funcionales presentes en el colageno (-NH, -0), condicién que
se consigue cuando el pH de la solucién es lo mas basico posible. En medio acido,
algunos grupos funcionales del colageno como por ejemplo el grupo amina y/o el
grupo alcohol, estarian protonados y no permitirian el ataque nucleo6filo.192 Por
otro lado, es sabido que el colageno es soluble en medio acido, ya que para valores

de pH por debajo de 4.25 su estructura cuaternaria en forma de fibrillas se pierde
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permitiendo la disolucién de este.?* Sin embargo la estructura terciaria se
mantiene evitando la desnaturalizacién de la molécula, lo que es aprovechado en
esta investigacién para que los residuos o cadenas laterales de los aminoacidos
presentes en las triples hélices en solucion estén disponibles para reaccionar con
la superficie del titanio. En base a lo anterior, el colageno se ha puesto inicialmente
en medio acido para facilitar su disolucion, y posteriormente se ha llevado hasta un

pH lo mas basico posible.

1.7 OBJETIVOS Y ALCANCE DE LA TESIS DOCTORAL

1.7.1 Objetivo general

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es obtener superficies de titanio
biofuncionalizadas con coldgeno tipo I por medio de fisisorciéon y/o mediante la
union covalente a través del empleo de silanos, para mejorar el sellado biolégico de

la superficie de implantes dentales.

1.7.2 Objetivos especificos
Este objetivo general se concreta en una serie de objetivos especificos que se

describen a continuacion:

1. Caracterizar desde un punto de vista fisico, quimico y topografico las
superficies de titanio antes y después de los tratamientos de limpieza y activaciéon

y de silanizacién.

2. Optimizar el proceso de disolucion del coldgeno en condiciones
apropiadas para su posterior uso en la biofuncionalizaciéon de las superficies de
titanio. Obtener el protocolo de inmovilizacidn del colageno sobre las superficies

de titanio modificadas.

3. Caracterizar desde un punto de vista fisico y quimico las superficies de

titanio biofuncionalizadas con coldgeno tipo I, a fin de confirmar la presencia del
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colageno, y evaluar la cantidad y la estabilidad de éste sobre cada una de las
superficies de titanio modificadas. Estudiar la influencia que tiene cada uno de los
tratamientos de modificacion superficial sobre la distribucién y morfologia que

adopta el colageno tipo L.

4. Caracterizar la respuesta bioldgica in vitro de células implicadas en los
procesos de regeneracion tisular para la mejora del sellado bioldgico (fibroblastos)

sobre las superficies de titanio biofuncionalizadas.

1.7.3 Alcance

En cuanto al alcance de esta investigacion, ésta cubre tanto el disefo, procesado y
caracterizacién fisica y quimica de los materiales, asi como el estudio de las
interacciones bioldgicas a nivel celular. Esta investigacion se considera pertinente

porque puede representar avances importantes en varios ambitos:

1. En el ambito del conocimiento de las interacciones entre la superficie de
los materiales y las proteinas, ya que se plantea el estudio exhaustivo de las
propiedades que intervienen en la mejora de la inmovilizacion del colageno.

2. En el ambito del conocimiento de las interacciones entre el biomaterial y
los tejidos a nivel celular, ya que se plantea el estudio del efecto de una de las
proteinas de la matriz extracelular en el comportamiento biologico de los

biomateriales sustitutivos de tejidos.

3. En el ambito de la practica odontoldgica, la consecucion del sellado
bioldgico en los implantes dentales evitara los problemas de periimplantitis que

representan la causa principal de fallo de los implantes en la actualidad.
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2

ACTIVACION Y SILANIZACION DE SUPERFICIES
DE TITANIO

2.1 INTRODUCCION

El titanio posee una capa de dxido que crece sobre él de manera natural y
espontanea, en contacto con el aire y con otros medios. Esta capa puede utilizarse
para modular las interacciones entre la superficie del titanio y los tejidos que le
rodean. Bajo condiciones fisiologicas, las moléculas disueltas en los fluidos
extracelulares pueden adsorberse sobre la capa de 6xido de titanio debido a
interacciones de Van der Waals, en un proceso conocido como fisisorcion, descrito
previamente en el apartado 1.6.1. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
el proceso de fisisorcion es reversible, debido a la fase de equilibrio que se puede
dar entre las moléculas adsorbidas y las proteinas del medio cuando el material es

implantado.!

61



CAPITULO 2

Una posible soluciéon a las desventajas asociadas al proceso de fisisorcion de
biomoléculas, es la adhesion mediante un enlace covalente. El enlace covalente de
moléculas sobre superficies de implantes de titanio es un método complicado, que
requiere de superficies previamente funcionalizadas.2 Como se ha descrito en el
capitulo anterior, una forma de funcionalizar la superficie de un material es a
través de la modificacion quimica, mediante la adhesion de organosilanos los cuales
pueden reaccionar posteriormente con las funciones acidas o basicas de las
moléculas, obteniendo finalmente enlaces amida estables entre el material y la

biomolécula.?-7

Un paso previo tanto a los procesos de fisisorcion como a la silanizacién de la
superficie es la limpieza y activacién de la superficie. Con los procesos de limpieza
y activacion se busca eliminar todas las impurezas provenientes de la
contaminacion atmosférica, que pueden influir en la eficiencia de los tratamientos
posteriores, y generar grupos hidroxilo sobre la superficie (Figura 2.1) los cuales
son necesarios no s6lo para mejorar los procesos de fisisorcion de biomoléculas,

sino también, para crear un mejor enlace entre la superficie del Ti y los silanos.

OH OH OH OH
OH

,OIHJ——OFJ °|H | 0

Figura 2.1: Representacion esquemadtica de los grupos hidroxilo generados sobre la capa de
oxido natural del titanio comercialmente puro.

En el proceso de la silanizacién, mediante el uso de una base, estos grupos
hidroxilo se convierten en aniones de oxigeno los cuales facilitan el enlace con los
grupos alcoxi presentes en uno de los extremos de los silanos. Estos grupos
hidroxilo pueden ser generados sobre la superficie mediante dos tratamientos:
plasma de oxigeno y ataque quimico con pirafia (solucion 1:1 de acido sulfurico +
perdxido de hidrégeno) los cuales se han descrito con detalle en el capitulo

anterior (1.6.3-a).

62



ACTIVACION Y SILANIZACION DE SUPERFICIES DE TITANIO

Una vez generado los grupos hidroxilo sobre la superficie, se puede realizar el
proceso de silanizaciéon. Un esquema simple de la reaccidn entre un organosilano
con la superficie de un metal previamente activada con grupos hidroxilo se
muestra en la Figura 2.2. También se observa la reaccién entre silanos por medio
de la unidn entre silanoles. El mecanismo de esta reaccion se explicé en detalle en

el capitulo anterior (1.6.3-b)

_ _ xooxw
> )y )

(CHz)n  (CH2)n  (CH2)n

Figura 2.2. llustracién esquemdtica de la unién covalente entre un organosilano y los
grupos hidroxilos presentes en la superficie del titanio. Se puede observar también la
reaccién entre moléculas de silano.

Los organosilanos pueden formar varios tipos de capas, cuando reaccionan con el
metal. Segiin Maoz et al 1995 y Stevens 1999, las capas pueden variar en cuanto a
la organizacién. Ambos reportaron que la capa de organosilanos pueden crecer
distribuida uniformemente por toda la superficie del sustrato, o en forma de islas
dejando espacios de la superficie al descubierto, o de ambas formas
simultdneamente, dando lugar a islas de moléculas de silanos con un relativo
alineamiento y con una orientacion vertical de las cadenas.8° Factores como la
temperatura, la cantidad del agua presente en la reaccién y la cantidad de silanos
en soluciéon han sido reportados como factores criticos que intervienen en la

formacién y el crecimiento de dichas capas.

Respecto a la influencia del agua, autores como Ulman et al 1996 reportaron que
en ausencia de agua solamente se consigue formar monocapas incompletas,
mientras que el exceso de agua provoca la polimerizacion de de las moléculas de
silano en solucién y el deposito de una multicapa de polisiloxano.1? En la practica
se puede producir dos tipos de capas. Si s6lo se da lugar a reacciones entre el

silano y la superficie del metal (proceso catalizado por agua adsorbida en la
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superficie del material) se forma una monocapa linear sobre la superficie (Figura

2.3 a).

Sin embargo, si hay demasiada agua, se puede generar una gruesa capa de silano la
cual puede estar compuesta por enlaces Si-O-metal pero también por uniones de
silanos enlazados entre si en una red tridimensional polimerizada, dando lugar a
una multicapa (Figura 2.3 b).#11-13 Segtin otros autores (van 0ojj et.al), el espesor
de la capa de siloxanos ramificados depende no sélo del agua en superficie, sino
también de la concentracién de los silanos en solucién. Aunque idealmente se
busca la formaciéon de una monocapa, en la practica se suelen formar multicapas de

moléculas de silano orientadas al azar.1?

2] Efg/ 7 =3 r

X X X

2 P o1 S =
2 N 2SI
\ \ \ o o7 y
- ¥ o'

\O/S] \O/S] *-.,0/ SI\O/

/
T]OZ
Titanio

Figura 2.3: Representacion esquemdtica de las posibles capas formadas entre el silano y el
sustrato. (a) Monocapa linear de silanos, (b) polimerizacién del silano

Titanio

En cuanto al efecto de la temperatura algunos autores, como Ulman 1996 y
Schreiber 2000, coinciden en que a bajas temperaturas la superficie silanizada
muestra una estructura heterogénea con una alta densidad de recubrimiento, con
multitud de islas orientadas en direccion casi vertical. Al incrementar la
temperatura la superficie sufre una disminucién de la capacidad de ser recubierta
completamente y se obtiene un mayor desorden. El valor de la temperatura a la
cual se obtiene una monocapa ordenada esta en funcién de la longitud de la cadena

alquilica. Cadenas largas requieren una temperatura mas elevada.3 10

El éxito de los procesos de activacién y silanizacion, asi como su influencia en las
propiedades fisicoquimicas de la superficie de titanio, seran estudiados con detalle

a lo largo del presente capitulo.

64



ACTIVACION Y SILANIZACION DE SUPERFICIES DE TITANIO

2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo General
El objetivo del presente Capitulo es el estudio de los procesos de activacién y
silanizacion de superficies de titanio, y la caracterizacion fisicoquimica de las

modificaciones superficiales producidas por los distintos tratamientos.

2.2.2 Objetivos Especificos
Este objetivo general, se concreta en una serie de objetivos especificos que se

describen a continuacion:

1.  Obtener la limpieza y la activacion de superficies de titanio a través del
uso de dos tratamientos distintos: plasma de oxigeno y ataque quimico con
pirafia, con el fin de conseguir una superficie adecuada para el subsiguiente

proceso de silanizacion.

2. Evaluar el cambio de rugosidad producido por los tratamientos de

activacion

3. Obtener superficies de titanio silanizadas a través del uso de dos silanos
diferentes: el 3-cloropropil-trietoxi-silano (CPTES) y el 3-glicidiloxi-propil-
trietoxi-silano (GPTES).

4.  Evaluar la presencia de grupos hidroxilo y de organosilanos sobre las

superficies de titanio modificadas.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Titanio
Se usaron discos de titanio comercialmente puro de grado II (Ti) de 9 mm de
didmetro y de entre 2 y 3 mm de espesor (Figura 2.4). Para obtener estos discos, se

us6 una cortadora con disco de diamante (Strues Accutom). Las variables usadas
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fueron 0.110m/s de velocidad de avance del disco cortador, 471.23rad/s de

velocidad de rotacion y refrigeracion con agua.

La superficie fue pulida mecanicamente con papeles de carburo de silicio (SiC) de
P240 (tamafo de particula de 58,5 um), P400 (35 pum), P600 (25,8 pm), P1200
(15,3 pm) y P4000 (5 pm). El tiempo sobre cada uno de los papeles se determiné
observando cada 30 minutos la superficie de las muestras obteniendo tiempos de
entre 30 minutos y 1 hora. Para obtener el pulido espejo, las muestras fueron
pulidas quimica y mecdnicamente durante 2 horas con una mezcla de silica
coloidal con un tamafno de particula de 0,06um y 10% de pero6xido de hidrégeno,
usando como superficie de pulimiento un pafio de terciopelo. Durante este proceso
el producto de la reaccion entre el peréxido y el titanio es continuamente removido
de la superficie de las muestras con la suspension de silica coloidal, dejando la

superficie libre de deformaciones mecanicas.

Figura 2.4: Discos de Titanio comercialmente puro, de 9 mm de didmetro y entre 2y 3 mm
de espesor, obtenidos por corte con disco de diamante.

Después del proceso de pulido, las muestras fueron sumergidas en una solucién de
hidréxido de sodio (0,5mg/ml) y acetona (75 %) y puestas en un bafio de
ultrasonidos durante 5 minutos para remover los residuos de silica coloidal. Para
remover las impurezas organicas e inorganicas de las muestras, éstas fueron
lavadas 3 veces con ciclohexano en un bafio de ultrasonidos durante 5 minutos. El
proceso de limpieza se repitié con isopropanol, etanol, agua desionizada (Mili-Q

Plus) y acetona. Finalmente las muestras fueron secadas con Nz y puestas al vacio.
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2.3.2 Limpieza y activacion de las superficies de Titanio

a) Plasma de oxigeno

Para el proceso de limpieza y activacién por plasma de oxigeno (PL), las
muestras se colocaron en un reactor (Harrick Scientific Corporation modelo PDC-
002) y se realizé un vacio de 2 minutos para eliminar los gases que componen el
aire. Después del vacio, se introdujo dentro de la camara oxigeno con una
velocidad de flujo de 5 Nm3/h y con una presién dentro de la camara entre 2.66 y
7.99 Pa. El oxigeno se expuso a radiofrecuencia entre 8 y 12 MHz. El tiempo de
exposicion del tratamiento con plasma de oxigeno fue de 30 segundos por muestra.
Después del tratamiento las muestras se pusieron inmediatamente bajo vacio y en
N2 o Ar para impedir la interaccion de la superficie con la contaminacién
ambiental. Las superficies de titanio tratadas con plasma se nombraran en lo

consecutivo como PL (Tabla 2.1).

b) Ataque quimico con solucién piraria

Para obtener una superficie limpia y activada, en otro grupo de muestras se
realizé un ataque quimico sumergiendo las muestras durante 1 hora en una
solucion de pirafia con una proporcién de 1:1 de H2SO4y H202 (PH). Antes del
ataque quimico, las superficies deben estar limpias y completamente libres de
solventes organico que hayan sido usados en lavados previos. Después del
tratamiento las muestras se lavaron 3 veces con abundante agua desionizada, y
una vez con acetona. Se secaron con Nz y se almacenaron inmediatamente al vacio.
Las superficies de titanio tratadas con pirafia se nombraran en lo consecutivo

como PH (Tabla 2.1).

2.3.3 Silanizacion de las superficies de titanio activadas

Después del proceso de limpieza y activaciéon los discos de titanio se pusieron
dentro de un elermeyer, y se coloco un tapén. Se creé vacio para eliminar todo el
aire y a continuacién se introdujo Nz. A continuaciéon se introdujo dentro de
elermeyer pentano (solvente), N,N-Diisopropil-etil-amina (DIEA) (base), y el
correspondiente silano 3-cloropropil-trietoxi-silano (CPTES) o 3-glicidiloxi-propil-

trietoxi-silano (GPTES). Cada reactivo fue afiadido mediante el uso de una jeringa y
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una aguja. La reaccion de silanizacion se dejo actuar durante 1 hora, poniendo el
erlenmeyer bajo sonicaciéon cada 10 minutos. Después de transcurrido el tiempo de
la reaccidn, las muestras se lavaron 3 veces con etanol durante un par de minutos.
El mismo proceso de limpieza se repitié6 con isopropanol, agua desionizada y
acetona. Finalmente las muestras se secaron con N2y se pusieron inmediatamente
al vacio para prevenir contaminacion. En lo consecutivo para hacer referencia al
CPTES y al GPTES se usara la nomenclatura CP y GP respectivamente. Las
superficies de titanio tratadas con cada uno de los silanos se nombraran tal y como

aparece en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1: Nomenclatura de las superficies de Titanio modificadas

Nomenclatura Descripcion de la muestra

Ti Titanio comercialmente puro, pulido
PL Ti tratado con plasma de oxigeno
PL-CP PL seguido de silanizacién con CPTES
PL-GP PL seguido de silanizacion con GPTES
PH Ti tratado con piraia

PH-CP PH seguido de silanizacién con CPTES
PH-GP PH seguido de silanizacién con GPTES

2.3.4 Caracterizacion de las superficies

a) Interferometria de luz blanca

Para medir la rugosidad de las superficies se utilizo un interferémetro de
luz blanca (Optical Profiling System, Wyko NT1100, Veeco, USA). Esta técnica tiene
una resolucién vertical de 0,01nm (0,14) y un limite de deteccién lateral de
alrededor de 0,35um. Las mediciones se hicieron en el modo VSI (Vertical Scanning
Interferometry). El andlisis de imagenes se realizoé por medio del software Wyko
Vision 32 V2.303 (Veeco Instruments Inc, USA). Para separar el efecto de las
ondulaciones y formas del material de la rugosidad real de las superficies, se usé
un filtro gaussiano con valor ¢=0.25 mm para las muestras lisas (PL, PL-CP y PL-
GP) y un filtro con valor c=2.5 mm para las rugosas (PH, PH-CP y PH-GP). Para cada
condicion se hicieron medidas sobre triplicados y sobre cada muestra se tomaron
3 medidas de rugosidad. En la Tabla 2.2 se muestran los parametros usados en el

estudio.
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Tabla 2.2: Pardmetros usados en el estudio de rugosidad por Interferometria de luz blanca

Area de estudio 124,4 X 94,6 um
Medidas por muestra 3
Backscan 5um
Scan Length 12 um
Magnificaciones 50X
) L Low cut off =5

Filtros Fourier tipo notch ]

High cut off =50

Existen varios parametros de rugosidad para describir la topografia de una
superficie. En este estudio, se seleccionaron los siguientes: (1) parametros de
amplitud, que describen la altura: Ra, Rt, Rq y Rku; (2) parametros espaciales, que
describen el espaciamiento entre las irregularidades topograficas: Sm; (3)
parametros hibridos, con los cuales se combinan las caracteristicas de amplitud y
espacio: indice de area superficial.1415> En la Figura 2.5 se muestra una

representacion grafica de algunos de los parametros de rugosidad mas relevantes.

Z
A Pico maximo (Zp)

A

R, ﬂ /\ Plano medio
VRV N

Valle maximo (Zv

. > 5 b +i:

1

Figura 2.5: Representacion grafica de los pardmetros de rugosidad Ra, Rt y Sm.

- Ra (rugosidad promedio): Media aritmética de los valores absolutos de todas las
distancias desde el plano medio hasta el perfil de la muestra. El plano medio es un
plano de referencia que se usa para calcular todos los parametros de rugosidad. Es
determinado por el método de minimos cuadrados respecto a la N
superficie total. La rugosidad promedio es normalmente usada Ra = Ezml

para describir la rugosidad de la superficie.

- Rq 0 RMS (Root mean square): Es la desviacién estandar de la distribuciéon de la

altura. Esla raiz cuadrada de la media aritmética de los valores al cuadrado.
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- Rt (Maxima altura entre picos y valles): es la distancia vertical entre el pico mas

alto y el valle mas profundo medidos a lo largo muestra. (Rt = Zp + Zv)

- Rku (Kurtosis): describe la distribucion de las alturas superficiales respecto al
plano medio. Una superficie con distribucién Gaussiana tiene un parametro de
curtosis igual a 3. Valores >3 indican una distribucion irregular de los picos y los
valles (defectos de caracter local) y valores <3 indican una distribucion progresiva

de picos y valles (defectos de patrén geométrico).

- Sm (Promedio del espacio de linea media): Es la distancia media N

1
entre el perfil de los picos medidos a lo largo de la linea media. Es Sm = EZ S,
un parametro horizontal que sirve para controlar el espacio entre =0

picos y valles regulares e irregulares.

- SAI (Indice de Area Superficial): Es el 4rea de la superficie en una resolucién
lateral de la superficie medida en comparacion con la de una superficie totalmente
lisa. Es normalmente usada para evaluar aplicaciones en donde se ha realizado un

recubrimiento sobre la superficie.

b) Angulo de Contacto Estatico: Mojabilidad

La cantidad de OH- sobre la superficie influye en las caracteristicas
electroquimicas de la superficie. Una de ellas es la denominada mojabilidad, o
capacidad de una superficie a ser mojada por un liquido, especialmente el agua.
Esta afinidad se da cuando hay interacciones de puentes de hidrégeno. En
consecuencia es de esperar que a mas cantidad de OH-, mayor sea la hidrofilicidad

de la superficie.

Para determinar el grado de mojabilidad de una superficie se ha usado la técnica
del angulo de contacto. El dngulo de contacto es una técnica cualitativa, simple,
rapida y econémica por medio de la cual se puede obtener informaciéon de los
cambios que ocurren sobre una superficie después de un tratamiento quimico. Por
esta razén es normalmente usada como una técnica de control después de cada

proceso de modificacién superficial.
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Se dice que una superficie se moja si el liquido que entra en contacto con su
superficie se extiende de manera uniforme sin formar una gota. Cuando el liquido
es agua y se extiende sobre la superficie sin formar una gota se dice que la
superficie es hidrofilica. En términos de energia esto implica que las fuerzas
asociadas a la interaccién del agua con la superficie son mayores que las fuerzas de
cohesion asociadas al agua en estado liquido. Las gotas formadas sobre una
superficie hidrofébica implican que las fuerzas de cohesion asociadas al agua son
mayores que las fuerzas asociadas a la interacciéon del agua con la superficie del
material. Las interacciones entre la superficie y el agua compiten con una variedad
de interacciones internas del agua: enlaces de van de Waals, interacciones

dipolares, puentes de hidrégeno e intercambio de protones.

Un método cuantitativo simple para definir el grado relativo de interaccién de un
liquido con la superficie de un sélido es la medida del &ngulo que se forma entre la
gota del liquido y la superficie. Si el angulo de contacto es menor de 30, la
superficie es considerada como hidrofilica. Si el agua se extiende sobre la
superficie y el angulo es menor que 10°, la superficie es considerada como
superhidrofilica, siempre y cuando el agua no se absorba o reaccione con la
superficie. Sobre superficies hidrofébicas el agua forma gotas claramente visibles,

con angulos superiores a 90°.

Yiv

Vapor

| —

Figura 2.6: Representacion esquemadtica del dngulo de contacto (8) formado entre el liquido

Ysv

depositado y la superficie del sustrato

Para determinar la mojabilidad de las superficies estudiadas, se realizaron
medidas de angulo de contacto usando el método denominado “Sessile Drop”. En
este método se deposita una gota de liquido sobre una superficie horizontal y se
observa en su seccién transversal. El angulo (0) formado entre la interfaz
liquido/solido y la interfaz liquido/vapor es el angulo de contacto, que se

determina 6pticamente (Figura 2.6).16.17
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Para determinar el angulo de contacto, las muestras fueron introducidas dentro de
una camara saturada de vapor de agua que se encuentra a temperatura ambiente.

Luego con una jeringa micrométrica, se generaron gotas de 3 pL de agua Milli-Q
estandar (MilliQ, Millipore, Germany). Cada gota generada, se deposité de manera
aleatoria sobre la superficie del material. Las imagenes del angulo formado entre la
gota y la superficie del material, fueron obtenidas por medio del sistema de video
OCA 15 plus Video-Based Optical Contact Angle Meter. Estas imagenes fueron
analizadas mediante el software SCA20 (Dataphysics Instruments GMBH,
Germany), mediante el cual se obtiene la medida del angulo de contacto formado
en la interfaz liquido/material. Las medidas del angulo de contacto fueron tomadas
inmediatamente después de depositar la gota. En cada muestra se tomaron 3
medidas y el experimento se realiz6 por triplicado para cada condicién de estudio,
obteniéndose un total de 9 medidas para cada tipo de modificacion realizada sobre

la superficie del material.

¢) Time-of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry (ToF-SIMS)

Para analizar la composicion de las superficies de Ti después de proceso de
activacion y silanizacion, las muestras fueron analizadas con ToF SIMS. Las
muestras fueron analizadas 3 veces cada una en ubicaciones elegidas
aleatoriamente para asegurar la homogeneidad de la superficie. El equipo
utilizado fue un TOF-SIMS IV (ION-TOF, Munster, Germany) operado a una presion
de 5 x 10-9 mbar. Las muestras fueron bombardeadas con una fuente de iones de
bismuto metalico liquido (Bi3++), a una energia de 25 keV. Los iones secundarios
que se liberan de la superficie de la muestra se detectaron con el analizador de
tiempo de vuelo, una placa multicanal (MCP), y un convertidor de tiempo a digital

(TDC). Los datos obtenidos se analizaron mediante el software ION-TOF lonSpec.

d) Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS)

Con el fin de obtener informacién acerca de la composicién quimica de las
diferentes superficies de Ti, se analizaron las muestras por medio de XPS antes y
después de los tratamientos de activacion y de silanizacién (PL, PH, PL-CP, PL-GP,
PH-CP, PH-GP). El analisis por XPS permite obtener un espectro general de la

composicion quimica de cada superficie. También nos permite obtener
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informacion detallada de estados de oxidacion, electronegatividad y tipos de
enlace a través de estudios de alta resolucion de los picos correspondientes a cada

elemento quimico presente en la superficie.

Por ejemplo, a través del estudio de alta resolucion del pico del oxigeno, se puede
observar como ha sido la formacion de los grupos hidroxilo después de los
tratamientos de plasma y pirafia ademas de la transformacion de la capa de 6xido
de la superficie. A través del ratio OH-/O-se puede determinar qué tratamiento
produce un mayor niumero de grupos hidroxilo en relacién con la capa de 6xido. De
esta manera podemos determinar cual de los dos tratamientos de activacion es
mas eficiente en términos de cantidad de OH- generados. Por otra parte, la
deteccién y la evaluacion de la deconvolucién de los picos asociados al cloro, el
silicio, el carbono y el oxigeno, permite identificar la presencia de los silanos sobre

la superficie.

Los andlisis de XPS se realizaron en un equipo SAGE ESCA System (SPECS,
Alemania), en el cual se utilizo un dnodo de Aluminio XR50 operado a 150W y un
detector XP Phoibos 150 MCD-9. Los espectros se registraron con una energia de
paso de 25 eV a 0.1 eV a una presién por debajo de los 6*10-° mbar. El estudio fue

realizado por triplicado para cada condicion.

Los espectros obtenidos se analizaron mediante el software denominado
Multipack (v8.2). De los espectros generales se calcul6 la composicion quimica de
cada muestra y del analisis de los espectros de alta resolucién de elemento
quimico, se obtuvo informacién acerca de las diferentes especies quimicas
presentes en cada pico y el porcentaje relativo al area de cada uno de ellos. Los
procesos de deconvolucién de los picos de alta resolucion se realizaron usando una
sustraccion de fondo del tipo Shirley, empleando sumas aritméticas de funciones
gaussianas-lorentzianas. Como variables de ajuste se consider6 el ancho de pico a
media altura, el area del pico y el valor de la energia de cada uno de ellos. Estos
analisis tienen una precision de + 10% y las energias de unién tienen un error en el
intervalo de * 0.1 eV. Teniendo en cuenta que los andlisis se realizaron sobre

superficies metdlicas, lo cual puede generar un desplazamiento de los valores de
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energia de enlace de los picos correspondientes a cada elemento quimico, los
espectros obtenidos fueron calibrados respecto a la energia de enlace del pico de

Cls a 284,8eV.

Para el analisis quimico de las muestras, las técnicas de XPS y ToF SIMS
proporcionan informacién complementaria. El XPS puede detectar todos los
elementos (excepto el H y el He) presentes a profundidades entre 3 y 10nm de la
superficie y proporcionar informaciéon cuantitativa a cerca de ellos. Por el
contrario, andlisis cuantitativos mediante ToF SIMS son dificiles de realizar,
especialmente cuando se analizan superficies con capas de material organico,
como es el caso de superficies con colageno. Sin embargo esta técnica es mas
sensible que la de XPS, ya que permite detectar todos los elementos e is6topos a
profundidades entre 1 y 5nm. Ademas permite identificar fragmentos enteros de

moléculas asociadas a los silanos y a péptidos y/o proteinas.18-20

e) Técnica de sustitucion del complejo de Zinc

Para determinar la concentracién de los grupos hidroxilo activos presentes
s6lo en la superficie del material, se realizaron estudios por medio de la técnica de
sustituciéon del complejo de zinc, por medio de la cual se determina de manera
indirecta el nimero de grupos hidroxilo a través del nimero de iones de Zn que

reaccionan con los OH" de la siguiente forma:

e Se preparé una disolucién, mezclando una soluciéon de Cloruro de Amonio
(4,0M y 50mL) y una solucién de Cloruro de Zinc (0,4M y 25ml). El pH de la
solucién se ajusté a 6,9 con la adiciéon de 30% de hidréxido de amonio. El volumen

de la mezcla se ajust6 a 100 ml con agua desionizada.

e Las muestras con tratamientos de plasma (PL) y pirafia (PH) se
sumergieron por separado en recipientes que contenian 30 ml de la solucién
anterior durante 10 minutos a temperatura ambiente. Durante la inmersién, se
forma el complejo de Zinc por medio de la unién de un ion de Zn con 2 grupos

hidroxilo (Fig. 2.7 ay b).
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Figura 2.7: Formacion y liberacién del complejo de Zinc por medio de la interaccion de los
grupos hidroxilo activos (OH-) presentes sobre la superficie de Titanio con el cloruro de Zinc.

e Una vez transcurridos los 10 minutos, las muestras se sumergieron en 30
ml de agua desionizada 2 veces para remover las especies quimicas que no
reaccionaron con la superficie. Se secaron con N; y se pusieron dentro de un

desecador durante 1 hora.

e Después de una hora, las muestras se sumergieron en 40 ml de acido nitrico
2,5M durante 10 minutos. En esta solucion los iones de Zinc que han reaccionado
con los grupos hidroxilo se liberan (Figura2.7 c y d). El volumen de la solucién con

los iones de Zn se ajusté a 50ml con acido nitrico.

e La concentracion de iones Zn (Czn-partes por millon (ppm) en solucion) en
la solucién se determiné mediante Espectrometria de Emision Atémica de Plasma
de Acoplamiento Inductivo (ICP). Finalmente, la concentracién normalizada de los
grupos hidroxilo (Con) por unidad de area (nm?) de cada muestra, se calcul6 de
acuerdo a la Ecuacion 2.1, donde V es el volumen de acido nitrico (50ml), Na es el
numero de Avogadro (6,02 x 1023), Mz, es el peso molecular del Zn (62,75) y S es

el area de la superficie de la muestra:

Con=2{(Cznx106xVxNa)/ (MzuxS)} Ecuacion 2.1

e Se analizé también como control positivo una solucién de cloruro de zinc y

como control negativo una soluciéon de acido nitrico, que no habian entrado en

contacto con ninguna muestra.
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f) Analisis Estadistico

El estudio estadistico de los resultados obtenidos se realiz6 mediante el
programa de analisis estadistico ANOVA, con la prueba de comparaciéon multiple
de Fisher en la cual se determinan las diferencias estadisticamente significativas

entre las medias de los diferentes grupos con un valor de p <0,05.

2.4 RESULTADOS Y DISCUSION

2.4.1 Evaluacion del grado de limpieza y activacion de las superficies de Ti

a) Rugosidad superficial

La rugosidad es una de las propiedades fisicas que influye en las
interacciones superficie/molécula y superficie/célula. Ademas cambios en la
rugosidad también influyen en otras propiedades fisicas como la mojabilidad, que
puede aumentar o disminuir en la misma muestra sélo al cambiar la rugosidad. Por
lo tanto es importante evaluar como los tratamientos con plasma y con pirafia
influyen sobre la rugosidad de las superficies, y si estos cambios pueden o no tener
influencia sobre la respuesta de la superficie a los tratamientos posteriores que se

quieren realizar sobre ella.

Las imagenes y valores de los pardmetros de rugosidad de las superficies de titanio
tratadas con plasma y con pirafia obtenidos por interferometria optica, se
muestran en las Figuras 2.8 y 2.9. El valor de Ra para las muestras tratadas con PH
(144,47nm) fue significativamente superior al de las muestras tratadas con PL
(17,96nm). Estos resultados se deben al ataque quimico generado por la solucién
pirafia, que genera una erosion que cambia la morfologia y el area de la superficie.
En otros estudios se ha demostrado que, como en este caso, los ataques quimicos
con soluciones que contienen peréxido de hidrogeno cambian la rugosidad de la

superficie del Titanio.21-23

En la literatura algunos autores dicen que superficies con valores de Ra < 500nm
pueden ser consideradas como superficies lisas.1624 Otros autores establecen 3

rangos de rugosidad dependiendo de la escala de irregularidades de la superficie
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del material: superficies macrorugosas (100 pm - milimetros), microrugosas (1 pm
- 100 pm), y nanorugosas (< 100nm), lo que pone al valor de las muestras tratadas

con PH en el intervalo de superficies microrugosas.25-28

Como consecuencia de una mayor rugosidad, el indicie de area superficial (SAI) en
las muestras tratadas con PH, fue el doble que el reportado para las muestras con
PL, lo cual podria afectar a la cantidad de biomoléculas inmovilizadas sobre la
superficie y en consecuencia influir en la respuesta celular, como ha sido

demostrado en otros estudios.29-31 29,32
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Figura 2.8: Perfiles tridimensionales representativos de las superficies tratadas con plasma

(a) y con pirafia (b)
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Plasma 17,9 + 4,8 22,1 3,1+05 1| 1,0+0,0
Piraia 144,5+5,1 174,0 3605 1| 23+0,1

Figura 2.9: Valores de los pardmetros de rugosidad determinados sobre superficies de Ti
después del tratamiento de plasmay pirafia. Los valores de Ra representados en la grdfica
presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Finalmente en la Figura 2.9 se observé que ambos tratamientos resultaron en
valores de Rku muy cercanos a 3, con lo que se puede concluir que a pesar del
cambio de rugosidad sobre las muestras con PH, la distribuciéon es homogénea en
todos los casos. Se puede esperar entonces que en el momento de la silanizacién y
la inmovilizacién de la biomolécula, esta distribucién homogénea de la rugosidad,
proporcione también una distribucién homogénea del silano y posteriormente del

colageno.

b) Angulo de Contacto

En la Figura 2.10 se representa el angulo de contacto de las superficies de Ti
antes y después de los tratamientos con plasma y piranha. Sobre la muestra de
titanio puro se registr6 un valor de 55,33° sugiriendo un comportamiento
intermedio entre hidrofébico e hidrofilico debido a la presencia de contaminacién
por el carbono de la atmosfera. Este valor concuerda con el reportado en la
literatura.33 Después de los tratamientos de PL y PH se observ6 una reduccion
muy significativa del angulo de contacto. Este comportamiento era el esperado
debido a la remocién de contaminantes tales como el carbono, y a la generacién de

grupos hidroxilo sobre la superficie. 3435

60 *
o 50
=)
= 40
)
=]
< 30 -
20 ®
0 —
Control PL PH

Figura 2.10: Angulo de contacto, medido sobre las muestras de Ti, PL y PH.
Los valores reportados para cada muestra presentan diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05)

Sin embargo, las muestras de PH mostraron un angulo de contacto superior a las
de PL. Esto puede ser debido a varios factores: a) cambios en la rugosidad

superficial y b) diferencias en la quimica de la superficie en cuanto a, eficiencia en
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la eliminacién de los contaminantes de carbonos alifaticos (C-H y C-C) y/o
generacion de grupos OH-. En general un aumento de la rugosidad influye en el
caracter hidrofilico de las superficies, es decir, si una superficie es hidrofilica un
aumento en la rugosidad aumentara su caracter hidrofilico y si es hidrofébica
aumentara su caracter hidrofébico.36 Sin embargo, en el caso de las superficies de
PH se observd lo contrario, mostrando un comportamiento menos hidrofilico que
el observado sobre las muestras de PL. Segin lo observado, puede ser que el
tratamiento de pirafia sea menos eficiente que el de plasma en cuanto a la
remocién de hidrocarbonos y/o la generacién de grupos OH-, lo que en

consecuencia disminuye el comportamiento hidrofilico de la superficie.

c) ToF-SIMS

Los analisis de espectroscopia de masa realizados sobre muestras de titanio
puro proporcionan informacién de la composicién quimica del sustrato y de sus
6xidos.3738 En las Figuras 2.11 a y b se muestran los espectros de los iones

identificados sobre muestras de Ti puro (Ti), plasma (PL) y pirafia (PH).
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Figura 2.11: Espectros de ToF SIMS de los fragmentos de moléculas presentes sobre las
diferentes superficies de titanio antes y después de los tratamientos de limpieza y activacion con
plasmay pirafia. (a) Identificacion de picos correspondientes a estados de oxidacidon del titanio.

(b) Identificacion de los iones negativos correspondientes a la oxidacion de la superficie (O7) y
a la generacion de los grupos hidroxilo (OH") después de los tratamientos de plasma y pirafia.

En el espectro de Ti puro (Ti) (Figura 2.11 a) se observaron unos picos maximos
que aparecen cerca a valores de masa/carga (m/z) = 48, 64, 80 y 96

correspondientes a las especies ionicas Ti*, TiO*, TiO2* y TiO3- respectivamente.3940
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Otros tipo de oOxidos, fueron detectados en diferentes estados quimicos tales como
Ti20*, Ti202*, Ti203*, TiO3- registrados para valores de m/z = 111.89, 127.88 y
143.88. Estas diferencias en las estequiométricas de las superficies oxidadas,
pueden ocurrir como resultado de la disociacion de agua adsorbida sobre la
superficie.1819  Asi pues, el oxigeno (0) fue detectado sobre las superficies

formando grupos hidroéxido y 6xido de titanio.

Después de los tratamientos de limpieza y activacion por plasma y pirana, los
espectros de los iones negativos fueron dominados por la presencia del ion O-
registrado a un valor de m/z=16 y del anién OH- a un valor de m/z = 17 (Figura
2.11 b), referenciados para superficies de titanio oxidadas y/o hidroxiladas.19.37.41
Es importante destacar que la presencia de estos dos picos sobre la superficie de
titanio puro (Ti), fue casi nula (Figura 2.11 b), indicando que sobre esta superficie
habia una muy baja cantidad de grupos hidroxilo antes de los procesos de
activacion. Tanto los picos de estas dos especies como los picos de 6dxido
registrados en valores de m/z entre 44 a 96, mostraron un aumento considerable
de su intensidad sobre las muestras tratadas al compararlas con las muestras de
titanio puro. Esto confirma que después de los tratamientos de limpieza y
activacion efectuados tanto con plasma como con pirafia se producen sobre la
superficie grupos hidroxilo y también se genera un aumento de la capa de 6xido
natural que posee el titanio. Todos estos resultados coinciden con los encontrados
en la literatura sobre el titanio.18192137.38 Para evaluar en qué cantidad se han
aumentado los grupos OH- y la capa de 6xido, es necesario realizar estudios por
XPS en los cuales se puede analizar de manera semicuantitativa el porcentaje
atémico que tienen estas dos especies presentes en el espectro de alta resolucion

del pico de oxigeno.

d) XPS
Los andlisis de XPS de los espectros generales de las superficies de titanio antes y
después del tratamiento con plasma (PL) y pirafia (PH) se resumen en la Tabla 2.3,
donde se incluye como control el titanio puro (Ti). En las muestras de titanio puro
se observo la presencia de Ti, O y C como componentes principales de la superficie.

El pico de carbono fue utilizado como referencia interna a un valor de energia de
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enlace de 284,8 eV, para calibrar todos los espectros. Se encontraron varios
elementos ajenos a la composicion del titanio puro y su superficie. Es importante

resaltar que los valores en porcentaje igual o menor que 1, no se han considerado.

Tabla2.3: Porcentaje atémico de los elementos quimicos presentes sobre las muestras de Ti,

PL y PH.
Elemento quimico (% atémico)
Muestra : .
Cls N 1s O1s Si 2p Cl 2p Ti2p Na 1s
Ti 332+3,3|01+01 | 278+1,6 | 0,2+0,2 | 0,000 | 3,5+0,3 | 35,1+1,3
PL 100+3,7 | 1,604 | 48,0+2,3|2,1+1,0|0,2+0,1 | 16,9+0,7 | 21,4+3,6
PH 18,2+0,1|10+04 | 470£0,1| 1,0£0,1|0,1£0,2 | 21,3£0,3 7,4+0,3

El carbono observado sobre la muestra de Ti es debido a la contaminacién por
compuestos hidrocarbonados.162142 [as impurezas de Cl y N se pueden atribuir a
productos quimicos de limpieza de los recipientes de vidrio en los que se realizé la
preparacion y limpieza de las muestras. Las cantidades de Si pueden ser atribuidas
a los pasos previos de preparacién de las muestras en los que se incluyen el
proceso de pulido con papel de carburo de silicio y silica coloidal. Finalmente, las
cantidades de Na fueron atribuidas a contaminacion producida por el uso de NaOH
silica coloidal de la superficie de las

como agente para eliminar los restos

muestras.

Una de las razones para usar los tratamientos de plasma y/o pirafia es eliminar los
contaminantes atmosféricos que puedan estar presentes sobre la superficie, los
cuales reducen la capacidad de respuesta de los grupos activos presentes o
generados sobre las superficies, disminuyendo la eficiencia de reacciones
posteriores como la silanizacion y la inmovilizaciéon de moléculas. Por tanto es
importante determinar cudl de estos dos tratamientos es mas eficiente en términos
de limpieza de la superficie. Después de los tratamientos de PL y PH, se observd
una disminucion considerable del porcentaje del pico de C (Ti=33.2+3.3 > PL =
10.0 £ 3.7y PH = 18.2 £ 0.1%) y un incremento considerable de los porcentajes de
los picosde Ti (Ti=3.5+03>PL=169+0.7yPH=213+03%)y0 (Ti=27.8+
1.6 > PL =48 + 23 y PH = 47 + 0.1%) (Tabla 2.3), que se ha atribuido a la

remocioén de contaminantes.
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Enla Tabla 2.4 y en la Figura 2.12 se muestran los resultados obtenidos del analisis
de los espectros de alta resolucion del pico de carbono, que se registré sobre las
superficies de titanio antes (Ti) y después de los tratamientos de plasma (PL) y
pirafna (PH). Es importante considerar que en los espectros de alta resolucion de
diferentes muestras se observaron pequefios desplazamientos en los niveles de
energia de enlace de los picos. Estas variaciones corresponde a las denominadas
lineas “shake up” provenientes de los efectos vibracionales de los electrones que se
registran en el momento de la lectura. Si estas desviaciones no superan un valor de

+ 0,5 eV, se considera que el valor registrado corresponde a la misma especie

quimica o al mismo tipo de enlace.*3

Figura 2.12: Espectros de alta resolucion del pico de C1s de las muestras de titanio antesy
después de los tratamientos de limpieza y activacién, y de los subpicos que lo conforman.

Tabla 2.4: Porcentaje de las especies presentes en el pico de C1s para las muestras de Ti, PL y PH

Intensidad (u.a.)

292 291 290 289 288 287 286 285 284 283 282

Energia de Enlace (eV)

Ti PL PH
Deconvolucidn del pico C 1s Porcentaje general de C 1s
33,2 10 18,2

Subpicos Enlace EE (eV) Porcentaje de los subpicos

1 C-H,C-C 284,6 £0,1 14,7 6,6 9,9

2 c-0 286,2£0,2 7,1 2,3 7

3 Cc=0 287,7+0,5 7,8 0,5 0,8

4 COOH 289,2+£0,2 3,6 0,6 0,5
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Al realizar la deconvoluciéon del pico Cls sobre las muestras de Ti, PL y PH, se
observaron cuatro contribuciones (subpicos) de diferentes especies (Figura 2.12 y
Tabla 2.4) que segun la literatura corresponden a:>#4-49 (1) carbonos alifaticos (C-
H y C-C ubicados a 284,6eV) presentes en mayor medida como contaminantes
atmosféricos, los cuales poseen un comportamiento hidrofébico; (2) C-O ubicados
a 286,2 eV; (3) C=0 ubicado a 287,7 eV; y (4) COOH ubicado a 289,2 eV. Los
ultimos 3 picos, corresponden a especies de carbono con caracter un poco mas

hidrofilico.

Antes de los tratamientos el porcentaje general del pico de carbono (C1s) sobre la
superficie de Ti era de 33.2 + 3.3% y después paso a un 10.0 + 3.7% en el caso del
PLyaun 18.2 £ 0.1% en el caso del PH (Tabla 2.4). Estos resultados confirman que
ambos tratamientos tienen la capacidad de reducir parte de las impurezas de la
superficie. En el caso del PL esta disminucién es mucho mayor, lo que sugiere que

este tratamiento es mas eficiente respecto a la limpieza de la superficie.

Al analizar por separado cada una de las especies presentes en la deconvolucion, se
observo que el tratamiento de plasma fue mas eficiente en cuanto a la remocién de
los 4 tipos de carbonos, en comparacién con el tratamiento de pirafia. Esta
disminucién fue mas considerable en el caso del pico 1 relacionado con los
carbonos alifaticos, el cual pas6 de un porcentaje registrado para el Ti de 14.7% a
un porcentaje del 6.6% después del plasma (PL) y a un 9.9% después del pirafia
(PH) (PL/Ti = 55.10% y PH/Ti = 32.65% de reduccion). También se observ6 que
en ambas muestras hubo una reduccidon de los subpicos 3 y 4, reflejando una
ruptura de los enlaces C=0 y COOH. Lo anterior indica que la tendencia general es
que el tratamiento de plasma es mas eficiente que el tratamiento de pirafia en

cuanto a remocion de carbonos asociados con la contaminacién atmosférica.

De lo anterior se puede decir que ambos tratamiento permitieron reducir
substancialmente la contaminaciéon por carbono, siendo mayor la reducciéon de
todos los tipos de carbono después del tratamiento con plasma. Una mayor
eliminaciéon de los carbonos alifaticos después del tratamiento de plasma podria

contribuir a una mejor activacion. En el caso del tratamiento de pirafia, una menor
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disminucién de la contaminacion debida al carbono, explica el porqué esta
superficie es un poco menos hidrofilica que la de plasma, como se observo en los

resultados de angulo de contacto (apartado 2.4.1 - b).

Ademas de la disminucién de la contaminacion sobre la superficie, los tratamientos
de plasma y pirafia han sido utilizados en este estudio para aumentar el nimero de
grupos OH- sobre la superficie. Es importante recordar que una mayor cantidad de
grupos OH- sobre la superficie favorece a una mayor cantidad de enlaces con el
silano.5951 Después de los tratamientos de PL y PH, se observé un incremento
considerable en el porcentaje general del pico de O (Ti=27.8+ 1.6 > PL=48 +2.3
y PH = 47 + 0.1%) (Tabla 2.3). Este aumento puede deberse a cambios en la
composicion de la superficie debido a la disminucién o aparicion de nuevos
enlaces. Por lo tanto es necesario analizar los espectros de alta resolucién de esto
pico para determinar de qué manera actdan cada uno de estos tratamientos sobre

la superficie.

En la Figura 2.13 y en la Tabla 2.5 se muestran los resultados obtenidos del
analisis de los espectros de alta resolucién del pico de O1s, correspondiente a las
muestras de Titanio puro (Ti), plasma (PL) y pirafia (PH). En el espectro de alta
resolucién del titanio puro (Ti) (Figura 2.13), se observaron 3 contribuciones, que
segun la literatura se han asignado a los siguientes tipos de enlaces:384452-54 ]
primera contribucién es la de la especie TiOz, reportada para una energia de
enlace de 529,9 eV (el rango de valores de la literatura va desde 528 hasta 530 eV).
Un segundo pico aparece a 531eV, atribuido al enlace basico con los grupos
hidroxilo Ti-OH y un tercer pico a 532,5 eV atribuido a la uni6n del titanio con un

hidroxilo acido TiO-H 6 al agua de la superficie.

Los mismos 3 picos fueron observados después de los tratamientos de plasma y
pirafia, Ambos tratamientos mostraron un drastico incremento en la capa de 6xido
(0%), (Tabla 2.5), indicando que son altamente oxidantes, lo que coincide con lo
observado en los resultados de los andlisis de ToF SIMS (Figura 2.11 a y b), donde
se observd un aumento considerable en la sefial del pico correspondiente a los

6xidos. Un aumento en la capa de 6xido (02) aumenta la posibilidad de interaccién
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con las biomoléculas por medio de puentes de hidrégeno, lo cual puede aumentar

la cantidad de colageno fisisorbido.

Intensidad (u.a.)

Ti

535 534 533 532 531 530 529 528 527
Energia de Enlace (eV)

Figura 2.13: Espectros de alta resolucién del pico O1s obtenidos en las muestras de Ti, PL y
PH

Tabla 2.5: Porcentaje atémico de las especies presentes en el pico de O1s para las muestras

de Ti, PLy PH
Ti PL PH

Deconvolucidn del pico O 1s Porcentaje general de O 1s
27,9/ 48,0 47,0

Subpicos Enlace EE (eV) Porcentaje de los subpicos
01 o” 529,9 + 0,4 20,5 25,2 28,8
02 OH 531,0+£0,2 4,0 17,9 13,0
03 H,0 532,5+0,4 3,3 4,9 5,2
Eficiencia |OH/0” 0,2 0,7 0,4

En cuanto a los grupos hidroxilo (OH-) ubicados a 531 eV (Tabla 2.5), la
concentracion  de estos aumentéd considerablemente después de ambos
tratamientos, pasando de 4.0% en la muestra de Ti, a un 17.9% en el caso de la
muestra de PL y a un 13.0% en el caso de la muestra de PH. Este hecho ha sido
atribuido en la literatura a la formacién de grupos OH- sobre la superficie de titanio
cuando son sometidas a tratamientos de activacién con plasma de oxigeno y/o
ataque quimico con solucién pirafia.#254-56 De igual forma este resultado coincide

con lo observado en los resultados de ToF SIMS de la Figura 2.12-b.
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Ademas, al realizar la ratio OH-/0? se obtuvo un valor de 0.2 en la muestra de Ti,
0.7 en la muestra de PL y 0.4 en la muestra de PH, lo cual confirma que después de
ambos tratamientos se aumento la cantidad de grupos OH- sobre la superficie. Se
observo que esta ratio fue mayor en la muestra de PL que en la de PH, lo que indica
que el tratamiento de plasma es mas eficiente en cuanto a la creaciéon de grupos

OH-.

e) Cuantificacion de los grupos OH

Sobre el Ti puro hay una capa poco cristalina y no estequiométrica de TiO>
que contiene OH- y/o0 agua adsorbida. Sin embargo, parte de esos OH- pueden estar
dentro de la superficie de 6xido y pueden estar inactivos. Por consiguiente en este
trabajo, el término “grupos hidroxilo activos” se define como los OH- localizados
sobre la capa de 6xido, que han sido producidos a través de los tratamientos de

plasma o pirafia.21.4447

Por medio del analisis por XPS se detectan ambos tipos de grupos OH- (pico
ubicado a 531eV en la deconvolucién del pico de O1s), debido a que se analizan los
electrones presentes desde la superficie hasta una profundidad de 10nm. Por lo
tanto, para cuantificar sélo los grupos OH- presentes en la superficie y sélo
aquellos que se encuentran activos se ha realizado un andlisis por medio de la
técnica de sustitucién del complejo de Zn como complemento de los resultados
obtenidos por XPS. La condicién de “activos” para estos grupos cuantificados, se
corrobora con la cuantificacién de los iones de Zn presentes en la solucién, que

reaccionan so6lo con los grupos OH- presentes en la superficie.4447.57

La Figura 2.14 representa la concentracion normalizada de los grupos hidroxilo
(Con) por unidad de area (nm2), cuantificados sobre las muestras de Ti, PL y PH. Se
puede observar que el nimero de grupos hidroxilo “activos” aumentd tanto
después del tratamiento de PL (Con/nm?2 = 26296,7) como de PH (Con/nm? =
17415,8) al compararlo con el valor obtenido para la muestra sin ningln
tratamiento (Con/nm?2=2931,6), siendo mayor para el caso del PL. Esto coincide

con lo observado en los analisis de XPS de la deconvolucién del pico de 01s (Figura
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2.13 y Tabla 2.5), donde se observé un porcentaje de OH- (531 eV) mayor sobre la

muestra de PL que sobre la muestra de PH.

3,50E+04
3,00E+04
2,50E+04
2,00E+04
1,50E+04
1,00E+04
5,00E+03 T

0,00E+00 ﬁ

Ti PL PH

— %

Con/nm?

Figura 2.14: Concentracién normalizada de los grupos hidroxilo por unidad de dreaq,
cuantificados sobre las muestras de Ti, PL y PH. Los valores reportados para cada muestra
presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Por otro lado, es importante destacar que por medio de este método, se observo
que sobre la muestra de titanio puro (Ti), se cuantific6 muy poca cantidad de
grupos OH- en comparacién con la muestra de PL y PH, coincidiendo con lo
observado tanto en los resultados de ToF SIMS (Figura 2.11b) como en los

resultados de XPS la deconvolucion del pico de O1s (Figura 2.11).

Lo observado en estos resultados sumado con lo obtenido en el analisis de XPS,
indica que el tratamiento de plasma genera mas grupos OH- sobre la superficie de
titanio que el tratamiento de pirafia, lo que confirma que la reduccién en la
hidrofilicidad sobre las muestras de PH observada en los resultados de angulo de
contacto (Figura 2.10), es debida a que este tratamiento elimina en menor
proporcién la contaminacién por carbono, y genera menor nimero de grupos OH-

sobre la superficie de titanio.

2.4.2 Evaluacion del grado de silanizacion de las superficies de Ti

a) Angulo de Contacto

En la Figura 2.15 se muestran los resultados de las medidas de mojabilidad
realizadas sobre las muestras antes (Ti, PL y PH) y después del proceso de

silanizacion (PL-CP, PL-GP, PH-CP y PH-GP). Se observaron diferencias
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significativas entra las muestras no silanizadas (con valores por debajo de 20°) y
las muestras silanizadas (con un valor medio de 60°). La tendencia a aumentar la
hidrofobicidad de las superficies silanizadas es una consecuencia de las cadenas

con grupos alquilos que se encuentran en los silanos.>859
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Figura 2.15: Angulo de contacto, medido con agua sobre las diferentes superficies de titanio
antes y después de la silanizacion. Las muestras que comparten simbolo no presentan
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Sin embargo, se observaron algunas diferencias entre las muestras tratadas con los
distintos silanos, siendo mas hidrofébicas las muestras silanizadas con CPTES (PL-
CP y PH-CP) que las muestras silanizadas con GPTES (PL-GP y PH-GP). Esto es
debido a que el caracter hidrofébico de un silano depende de factores como:
grupos reactivos del silano con el sustrato, las condiciones de deposicion y
adhesion del silano, la capacidad del silano de formar una monocapa o una capa

polimerizada y la naturaleza del grupo organofuncional.®9

En el caso del grupo funcional o de sustituciéon organico, estos puede ser
hidrofilicos u hidrofébicos y/o ser o no polares, alterando el comportamiento
hidrofébico del silano.?® En nuestro caso, el Cl que se encuentra en el CPTES tiene
un caracter hidrofébico, mientras que el grupo epoxi presente en el GPTES puede
tener un caracter mas hidrofilico, debido a que tiene un oxigeno que puede generar

puentes de hidrégeno con el agua que se deposita sobre la superficie.
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En cuanto a la cantidad de silano adherido en cada caso, si todos los grupos
hidroxilo disponibles reaccionan con los silanos, se obtiene una superficie mas
hidrofébica. Sin embargo, si no todos los grupos OH- reaccionan con los silanos,
dejando al descubierto sitios con grupos OH- y/o 6xidos metdlicos, capaces de
interaccionar con el agua por medio de puentes de hidrégeno, el resultado es un
aumentando de la hidrofilicidad. Es posible que, en el caso del GPTES, la menor
hidrofobicidad se deba a ambos factores. Esto se podra analizar con mas
detenimiento en los andlisis realizados mediante XPS, donde se podra determinar

la cantidad de silano enlazado sobre cada superficie.

b) ToF-SIMS
En las Figuras 2.16 a - d, se muestras los espectros obtenidos mediante los analisis
por ToF SIMS de las muestras antes y después del tratamiento de silanizaciéon. En
las muestras silanizadas tanto con CPTES como con GPTES se detect6 la presencia
de dos picos tipicos atribuidos a los silanos, el SiO2 en un valor m/z = 60, y el
SiC3Ho en un valor m/z=73 (Figura 2.16 a y b).61.62 En la superficie de las muestras
hidroxiladas (PL y PH) se observaron picos relacionados con el silicio pero con
intensidades muy bajas, que se pueden atribuir a la contaminacién de silica

coloidal tal como se observé en los resultados de XPS.

Por otro lado, en las superficie silanizada con CPTES se observaron dos picos con
alta intensidad a m/z = 35 y 37, atribuidos al Cl presente en el CPTES (Figuras 2.16
cy d), confirmando la presencia de este silano sobre la superficie. De igual forma
este pico aparece sobre las muestras control y hidroxiladas, pero con una
intensidad mucho menor que la registrada para la muestra silanizada (Ti puro =
0.6 *104, PH= 0.8*104, CP = 3 * 104). En estas muestras la presencia de Cl ha sido

atribuida a contaminacion del equipo.

Finalmente se pudo observar que la intensidad de los picos ubicados a m/z= 16y
17 atribuidos a los 6xidos y los grupos OH-, disminuye después de la silanizacion,
indicando la presencia de una nueva capa sobre la superficie, y sugiriendo el enlace

entre las moléculas de silano y los grupos OH- de la superficie.
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Figura 2.16: Espectros de ToF SIMS de los fragmentos de moléculas presentes sobre las
superficies de titanio después de los tratamientos de activacion y silanizacién. Presencia de
fragmentos atribuidos a los silano, sobre las muestras silanizadas, previamente tratadas con
plasma (PL-CPy PL-GP) (a) y piraiia (PH-CPy PH-GP) (c). Presencia del ion cloro sobre las
muestras silanizadas con CPTES, previamente activadas con plasma (b) y con piraifia (d).

c) XPS

En la Tabla 2.6, se muestra un resumen de los porcentajes de los elementos
quimicos detectados en los espectros generales de las muestras silanizadas (PL-CP,
PL-GP, PH-CP y PH-GP). De igual forma, se han puesto los elementos detectados
sobre las muestras sin silanizar (Ti, PL y PH), con el fin de comparar como varian
los porcentajes de los elementos quimicos después del proceso de silanizacion. Al
comparar los espectros de las muestras silanizadas con los obtenidos en las
muestras sin silanizar, se observd una disminucion del pico de titanio (Ti2p),
sugiriendo que después del proceso de silanizacion hay una nueva capa sobre la

superficie.
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Tabla 2.6: Porcentaje atémico de los elementos presentes sobre las muestras antes (blanco)
y después (gris) del proceso de silanizacion

Muestra Elemento (at %)
Cls N1s O1ls Si2p Cl2p Ti2p Nals
Ti 332+33 | 01+0,1 | 279+16 | 0,2+0,2 [ 0,0£0,0 | 3,540,3 | 351+1,3
PL 10,0+3,7 | 1,6+0,4 | 480+2,3 | 20+1,0 ( 0,2+0,1 | 16,9+0,7 | 21,5+3,6
PL-CP 21,6+20 | 06+04 | 495+06 | 54+03 | 2,3+0,1 | 11,3+1,3 9,5+0,6
PL-GP 156+28 ( 08 +04 | 539 +0,8 | 3,4+06 | 0,4+00 | 13,4+£1,3 | 12,4+2,8
PH 18,2+0,1 | 1,0+0,4 | 470+0,1 | 1,0£0,1 | 0,2+0,2 | 21,3+0,3 | 7,4%0,3
PH-CP | 23,7+13 | 0,0+0,0 | 554+1,1 | 40+0,3 | 3,1+0,2 | 13,8+0,5 | 0,0£0,0
PH-GP | 21,4+1,7 | 0,0+0,0 | 564+2,3 | 2,0+0,5 | 0,0+0,0 | 20,2+0,4 | 0,0+0,0

Por otro lado se observd un aumento en los picos de silicio, oxigeno y carbono en
todas las muestras silanizadas. Como se ha descrito antes, el silicio es el principal
componente de los silanos, por lo tanto el aumento del pico Si2p confirma la
presencia de la nueva capa de silanos sobre la superficie.3 Se observé que la
cantidad de Si fue mayor sobre las muestra silanizadas con CPTES (PL-CP =54y
PH-CP = 4,0) que con GPTES (PL-GP = 3,4 y PH-GP = 2,0), lo que sugiere que hay
mayor cantidad de CPTES sobre las superficies. La presencia del Cl2p en las
muestras de PL-CP y PH-CP observado alrededor de 200eV, corresponde a la
presencia del cloropropil del CPTES. En general se observé una composicion
quimica muy similar en todas las superficies silanizadas, tanto las previamente
tratadas con plasma como con pirafia, lo que indica que la rugosidad producida por
el tratamiento de pirafia no influyé de manera significativa en la silanizacién. Para
determinar la cantidad de silanos y de qué manera estan enlazados a la superficie,
es necesario analizar con detalle los espectros de alta resolucién de los picos de

O1sy Cls.

En las Figuras 2.17 a y b y en las Tablas 2.7 a y b, se muestran los picos y los
porcentajes correspondientes a la deconvolucion del los espectros de alta
resolucion del Ols, detectados sobre las muestras antes y después de la
silanizacion. Lo primero que se puede observar, es la disminucién de los picos
ubicados ~ 530 eV y 531 eV correspondientes al 6xido de titano (02-) y a los grupos
hidroxilo (OH-) que se encuentran en la superficie antes del proceso de

silanizacion.
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Figura 2.17: Espectros de alta resolucion del pico O1s obtenidos en las muestras de plasma

(a) y de pirarfia (b), antes y después del proceso de silanizacion

Tabla 2.7: Porcentaje atémico de las especies presentes en el pico O1s del grupo de
muestras tratadas con plasma (a) y con pirafia (b) antes y después del proceso de
silanizacion

(a) Deconvolucion del pico O 1s
del grupo de muestras de plasma

PL

PL-CP

PL-GP

Porcentaje general del O1s

del grupo de muestras de piraiia

Pico Bond BE (eV) a8 295 23,9
Porcentaje de los subpicos

1 0* 529,9+0,2 25,2 24,8 34,5

2 OH 531,0+0,1 17,9 5,0 7,2

3 H,0 / Ti-O-Si | 532,2+0,2 4,9 17,4 10,3

4 Si-O-Si 533,2+0,1 0 2,3 1,9
3¢a/142| || s 0,7 0,3

(b) Deconvolucién del pico O 1s PH PH-CP PH-GP

Porcentaje general del O1s

47 55,4 56,4
Pico Enlace EE (eV) - -
Porcentaje de los subpicos
1 o* 529,9+0,2 28,8 37,3 45,0
2 OH 531,0+0,1 13,0 1,0 5,7
3 H,0 / Ti-O-Si | 532,2+0,2 5,2 15,1 4,4
4 Si-O-Si 533,2+0,1 0,0 2 1,3
3+4f1+2| | | e 0,5 0,1

Se observé un aumento del pico ubicado cerca a 532 eV, que segun la literatura se

atribuye a la superposicidn de la sefial del enlace Ti-O-Si sobre la sefial del pico de

H20 observada en las muestras sin silanizar.#863.64 E] hecho de que la sefal del H20

y el enlace con el silano no se puedan deconvolucionar por separado, se debe a que
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comparten energias de enlace (eV) muy cercanas. Por otro lado, se debid
introducir un nuevo pico a 533eV, que segun la literatura se ajusta a la presencia
del enlace Si-0-Si que se da entre las moléculas de los silanos después del proceso
de hidrolisis(Figs. 2.17 a y b y Tabla 2.7).134563-65 Con la presencia de estos dos
ultimos tipos de enlaces, podemos asegurar que los silanos no solo estan presentes
sobre la superficie, sino que ademas se encuentran unidos a la superficie del titanio
de manera covalente a través del oxigeno proveniente de los OH- creados
previamente sobre la superficie. Esto confirma que el proceso de silanizacién con

ambos tipos de silanos ha sido exitoso.

Al analizar los porcentajes atémicos de cada especie presente en el pico Ols
(Tablas 2.7), podemos ver que las muestras silanizadas con CPTES presentan
mayor porcentaje de las especies Ti-O-Si y Si-0-Si (relacionada con la cantidad de
silano sobre la superficies) que las silanizadas con GPTES. De igual forma al
realizar la ratio de los picos 3 y 4 asociados a la presencia del silano, sobre los
picos 1y 2 correspondientes con la disminucién de los porcentajes de los 6xidos de
titanio y los grupo hidroxilo después de la silanizacion (3+4/1+2), se observo que
esta ratio es mayor sobre las muestras silanizadas con CPTES que con GPTES, tanto
las previamente tratadas con plasma (PL-CP =0.7 > PL-GP = 0.3) como las
previamente tratadas con pirafia (PH-CP = 0.5 > PH-GP = 0.1). Lo anterior coincide
con lo observado en la Tabla 2.7 donde el porcentaje atomico del SiZp es mayor en
las muestras silanizadas con CPTES que con GPTES: PL-CP = 5,4+0.3% > PL-GP =
3,4+0.6% y PH-CP =4,0+0.3% > PH-GP = 2,0+0.5%.

Por otro lado, el hecho de que el porcentaje del pico correspondiente a los grupos
hidroxilo (» 531 eV) haya disminuido pero no en su totalidad, indica que sobre la
superficie quedan grupos OH- que no reaccionaron con el silano, y que por lo tanto
el proceso de silanizacién con ambos silanos no tiene una eficiencia del 100%. Sin
embargo se observéd que el porcentaje de grupos es menor en las muestras
silanizadas con CPTES que con GPTES (PL-CP =5 < PL-GP = 7,2% y PH-CP = 1 < PH-
GP = 5,7%), confirmando nuevamente que la silanizacién con este silano es mas

eficiente.
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En las Figuras 2.18 ay b y en las Tabla 2.8, se muestran los picos y los porcentajes
correspondientes a la deconvolucion de los espectro de alta resolucion del Cls,

detectados sobre las muestras antes y después de la silanizacion.
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Figura 2.18: Espectros de alta resolucion del pico C1s obtenidos en las muestras de
plasma(a) y pirania (b) antes y después del proceso de silanizacion

Tabla 2.8: Porcentaje atomico de las especies presentes en el pico C1s del grupo de
muestras tratadas con plasma (a) y con piraiia (b) antes y después del proceso de

silanizacion
(a) Deconvolucién del pico C 1s PL PL-CP PL-GP
del grupo de muestras de plasma Porcentaje general de C 1s
10 21,6 15,6
Subpicos Enlace EE (eV)
Porcentaje de los subpicos
1 C-H, C-C 284,6 £ 0,06 6,6 14,0 9,1
2 c-0 286,1+0,17 2,3 6,3 4,9
3 c=0 287,7+0,49 0,5 0,6 1,2
4 COOH 289,2 £ 0,16 0,6 0,7 0,4
(b) Deconvolucién del pico C 1s PH PH-CP PH-GP
del grupo de muestras de pirafia Porcentaje general de C 1s
18,2 23,7 21,4
Subpicos Enlace EE (eV)
Porcentaje de los subpicos
1 C-H, Cc-C 284,6 + 0,06 9,3 13,4 11,7
2 c-0 286,1+0,17 6,8 9,6 7,8
3 Cc=0 287,7£0,49 1,3 0,5 1,4
4 COOH 289,2+0,16 0,8 0,2 0,5

En el pico ubicado a 284,6eV, correspondiente a los enlaces C-H y C-C se observd
un incremento después de la silanizacién, debido a las cadenas hidrocarbonadas

presentes en la estructura de los silanos. También se observd, un incremento en
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los picos ubicados a = 286, 288 y 289 eV, que se han atribuido a especies quimicas
presentes en ambos silanos.>#>47.66 Se observd ademds que el incremento fue
mayor sobre el pico ubicado a 284,6 eV, correspondiente a la cadena
hidrocarbonada de los silanos sobre las muestras silanizadas con CPTES que con
GPTES (PL-CP = 14,0% > PL-GP = 89% y PH-CP = 13,4% > PH-GP = 11,7%),
confirmando nuevamente que hay mayor cantidad de silano sobre las superficies

CP, como se observo en la deconvolucién del pico de O1s.

Lo observado en la deconvolucién del pico de O1s y C1s, y en el porcentaje general
del pico de Si2p, donde se observé menos cantidad de silano adherido en las
superficies silanizadas con GPTES y mas cantidad de OH- libres, explica el por qué
las superficies silanizadas con GPTES mostraron un comportamiento menos
hidrofébico (dngulo medio < 50°) que las silanizadas con CPTES (dngulo medio >

80°) en los resultados de angulo de contacto (Figura 2.15).

Es importante considerar que una menor cantidad de silano sobre la superficie y
un caracter menos hidrofébico, pueden ser factores que influyan en la cantidad de
biomolécula que se pueda inmovilizar. Por un lado, algunos autores han reportado
que las biomoléculas se adsorben en mayor cantidad sobre superficies
hidrofébicas.6’-69 Por otro lado, un menor nimero de moléculas de silano, implica
un menor numero de sitios disponibles a los cuales se pueda enlazar la
biomolécula, y esto puede conllevar a una menor cantidad de proteina adherida. El
posible efecto que estas caracteristicas puedan tener sobre la inmovilizacion de
biomoléculas, se discutiran en mas profundidad en el préximo capitulo donde
analizaremos la inmovilizacion del colageno tipo I sobre las diferentes superficies

de titanio estudiadas.

2.5 CONCLUSIONES
Limpieza y activacion de las superficies de titanio:

1) Las muestras tratadas con PH mostraron un incremento en la rugosidad
(Ra = 144 nm) al compararla con las muestras tratadas con PL. (Ra = 18 nm). Esta
diferencia produce un incremento notorio en el area superficial, la cual es el doble

en las muestras tratadas con PH.
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2) El tratamiento que reduce en mayor cantidad los contaminantes en la
superficie es el plasma, como demuestra la disminucién del carbono determinada
mediante el estudio de la deconvolucion del espectro de XPS del pico

correspondiente al C 1s.

3) Las muestras tratadas con plasma presentaron mayor nimero de grupos
OH-. La cantidad de grupos hidroxilo activos sobre las superficies, se identifico de
manera semicuantitativa a través de la deconvolucion del espectro del pico de O
1s, donde la ratio de OH-/02" fue mayor en el caso de la muestra de PL. La mayor
cantidad de grupos hidroxilo en las muestras de PL, fue confirmada a través de la

técnica de sustitucion del complejo de zinc.

Silanizacion de las superficies de titanio:

1) La presencia de de los picos correspondientes al silicio y a los fragmentos
tipicos que acompafian a este elemento en los espectros obtenidos por ToF-SIMS y
XPS, confirman la eficiencia del método de silanizacion de las superficies de titanio
propuesto. Se pudo confirmar la formacién del enlace covalente entre los silanos y
la superficie del titanio, mediante la identificacién del enlace Ti-O-Si, que se
atribuyé al aumento del pico ubicado a 532 eV de la deconvolucion del espectro de

alta resolucion del pico de O1s.

2) Utilizando el CPTES se logr6 enlazar una mayor cantidad de moléculas de
silano, que con el GPTES. Esto se comprob6 a través de los estudios de XPS donde
se realiz6 un andlisis semicuantitativo de la cantidad de silicio enlazado, respecto a
los OH- disponibles sobre las superficie, obteniéndose una ratio Ti-O-Si + Si-O-
Si/OH- + 02 mayor para las muestras de silanizadas con CPTES, tanto previamente
tratadas con plasma como con pirafia. Asimismo, se observé una mayor cantidad
de C1s (especialmente hidrocarbonos) y una mayor de Si2p sobre las muestras
silanizadas con CPTES, confirmando una mayor cantidad de silanos sobre estas

superficies.
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3) En las muestras silanizadas no se observaron diferencias significativas en
la composicion quimica de las superficies previamente tratadas con plasma en

comparacion con las previamente tratadas con pirafia.

4) Una mayor adhesion de silano sobre las superficie, tiene como efecto una
superficie mas hidrofébica, como se comprob6 en los resultados de angulo de
contacto donde las muestras silanizadas con CPTES mostraron un comportamiento
altamente hidrofébico, mientras que en las muestras silanizadas con GPTES la
hidrofobicidad fue inferior debido probablemente a los grupos OH- que no
reaccionaron con este silano y/o a la posible generacién de puentes de hidrégeno

entre el grupo epoxi del GPTES y el agua.
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3

INMOVILIZACION DE COLAGENO SOBRE LAS
SUPERFICIES DE TITANIO MODIFICADAS

3.1 INTRODUCCION

En el capitulo 2 se describieron los tratamientos de activacién y de silanizacion de
superficies de titanio y se caracterizaron las superficies desde un punto de vista
fisico-quimico con el fin de determinar la cantidad y el tipo de iones y/o moléculas
presentes sobre dichas superficies. En el presente capitulo se da un paso mas, al
inmovilizar coldgeno sobre las superficies de titanio previamente activadas y
silanizadas con el fin de obtener una superficie bioactiva. Con la inmovilizacion del
colageno tipo I se busca acelerar los procesos de sellado biolégico, ya que se ha
demostrado que el colageno tipo I favorece la respuesta de las células del tipo
fibroblasto, que son responsables de los procesos de curacién de los tejidos de la

encia que rodean el cuello del implante.1-#

Es sabido que uno de los factores que mas influye en la inmovilizacion de las

moléculas sobre superficies, es la quimica de dicha superficie. Antes de inmovilizar
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la molécula, estos factores fueron analizados para determinar la cantidad y el tipo
de iones y/o moléculas presentes en la superficie que influiran en la inmovilizacién
del colageno. En estos estudios se establecio que el plasma era el tratamiento mas
eficiente para la remocion de la contaminacion y la generacion de OH- sobre la
superficie, y que el CPTES era el silano que se adheria en mayor cantidad sobre las
superficies. Los silanos son capaces de generar enlaces de tipo covalente con
péptidos y/o moléculas,>? por lo tanto la finalidad de su uso en este estudio es
generar un enlace mas estable entre éstos y la molécula, que el obtenido mediante

el proceso de fisisorcion.

Con el fin de analizar el efecto de los diferentes cambios generados por los
tratamientos de activacion y el tratamiento de silanizacién con los dos silanos, se
decidié estudiar todos los tipos de superficies, para determinar cual de ellos es el
mas efectivo en cuanto cantidad y estabilidad del colageno inmovilizado. Para esto
se comparara la fisisorcidn del colageno sobre las muestras activadas con plasma y
con pirafia con la inmovilizacion del colageno a través del uso de los silanos, en

este caso a través del CPTES y el GPTES.

Es importante destacar que en el proceso de inmovilizacion de moléculas que se
encuentran en solucién hay diferentes variables que intervienen en dicho proceso,
dentro de las cuales se pueden destacar el tiempo de adhesion, el pH de la solucion,
la concentracién de la solucidn y las caracteristicas fisico-quimicas de la superficie.
Por lo tanto en nuestros estudios se analizaran como estos factores influyen en la

eficiencia del proceso de inmovilizacion de colageno propuesto.

3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo General
El objetivo general de este capitulo es obtener superficies de titanio
biofuncionalizadas con colageno y caracterizar dichas superficies desde un

punto de vista fisico y quimico.
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3.2.2 Objetivos Especificos
Este objetivo general, se concreta en una serie de objetivos especificos que se

describen a continuacion:

1. Optimizar el proceso de disolucion del colageno para su posterior uso en
la biofuncionalizacién. Obtener un protocolo de inmovilizacién sobre las

diferentes superficies de titanio modificadas.

2. Caracterizar las superficies de titanio biofuncionalizadas desde un punto

de vista fisico-quimico.

3. Comparar el efecto de la activacion de la superficie de titanio, mediante
plasma o por ataque quimico con pirafia, en la inmovilizacién del

colageno.

4. Comparar el efecto de la silanizacién con dos tipos de silanos, el CPTES y

el GPTES, en la inmovilizacién del colageno.

5. Comparar la estabilidad del colageno fisisorbido y del colageno

inmovilizado sobre las diferentes superficies silanizadas.

3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Disolucion del Colageno

El colageno (col) utilizado a lo largo de esta investigacion ha sido facilitado por el
Dr. Eduardo Jorge Herrero de los Servicio de Cirugia Experimental, de la Clinica
Puerta de Hierro, Madrid - Espafia. Este se obtiene a partir de tejido de pericardio
bovino, el cual se somete a una digestion enzimatica que separa el colageno del
resto del tejido y posteriormente el colageno que queda en suspension es sometido
a una precipitacion salina. La descripciéon completa del protocolo utilizado se

describe en Herrero et al., 1999.10
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En este estudio el colageno se disolvio en acido acético 0.05M en una proporcién
1:1 (1mg de colageno en 1 ml de CH3COOH) obteniéndose un pH inicial de 3. Con el
fin de favorecer la unién entre los grupos funcionales del colageno y con las
superficies de titanio modificadas, el pH de la solucién debi6 incrementarse, para
favorecer el ataque nucleéfilo de los grupos funcionales del colageno sobre los
grupos organofuncionales de los silanos. Para ello se afiadié hidréxido de sodio
0.01M. La adicion de NaOH se realiz6 gota a gota mientras toda la solucién se
mantenia en continua agitaciéon para obtener una soluciéon lo mas homogénea
posible y evitar una precipitacion del coldgeno. Se prepararon soluciones de pH 5,
6,y 7 con el fin de analizar cual era el pH mas alto que se podia utilizar sin que el
colageno sufriera una precipitacion. La concentracién final obtenida del colageno
en la solucién de acido acético mas hidroxido de sodio fue de 150ug/ml. Esta
concentracion fue utilizada en todos los estudios realizados a lo largo de este

trabajo.

3.3.2 Inmovilizacién del colageno sobre la superficie de titanio modificadas

Una vez obtenidas las diferentes soluciones de colageno, los diferentes tipos de
muestras se sumergieron en éstas durante 16 horas. Después las muestras se
sacaron de las soluciones y se lavaron 2 veces con acido acético 0.05 M con el fin

de eliminar el exceso de colageno que no se adhirio.

Tabla 3.1: Nomenclatura de las superficies de titanio modificadas

Nomenclatura Descripcion de la muestra Inmovilizacion del coldgeno

Ti Ti Comercialmente puro, pulido

PL-col Ti tratado con plasma de oxigeno | Coldgeno fisisorbido sobre PL

PH-col Ti tratado con H,S04:Hz0; Coldgeno fisisorbido sobre PH

PL-CP-col PL silanizado con CPTES Coldgeno unido covalentemente sobre PL-CP
PL-GP-col PL silanizado con GPTES Coldgeno unido covalentemente sobre PL-GP
PH-CP-col PH silanizado con CPTES Coldgeno unido covalentemente sobre PH-CP
PH-GP-col PH silanizado con GPTES Coldgeno unido covalentemente sobre PH-GP

En la Tabla 3.1, se resumen las distintas superficies obtenidas después de la
inmovilizacién del colageno. Se obtuvieron un total de 6 tipos de superficies de
titanio modificadas con coldgeno aplicando diferentes tratamientos: a) fisisorcién

del colageno sobre las muestras previamente tratadas con plasma y con piranha
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(PL-col) (PH-col) y b) inmovilizaciéon del colageno sobre las muestras previamente
tratadas con plasma y pirafia y silanizadas con CPTES y con GPTES (PL-CP-col, PL-
GP-col, PH-CP-col, PH-GP-col).

3.3.3 Caracterizacion de las superficies

a) Visualizacion del colageno inmovilizado por fluorescencia

Para visualizar el colageno presente sobre las superficies de titanio se
utiliz6 una molécula fluoréfora denominada CBQCA [3-(4carboxybenzoyl)
quinoline- 2-carboxaldehyde]. Esta molécula no es fluorescente por si sola, pero al
reaccionar con las aminas primarias presentes en el coldgeno en presencia de
cianuro, ésta produce fluorescencia visible dentro del rango verde del espectro

visible (A= 494 a 520 nm) (Figura 3.1).

Esto permite visualizar el coldgeno sobre la superficie por medio de un
microscopio 6ptico de fluorescencia. Mediante esta técnica se busca realizar un
analisis semicuantitativo de la cantidad de coldgeno inmovilizado en cada tipo de
muestra, ya que el nivel de intensidad de la fluorescencia se puede medir en cada
imagen a través del uso del software Image | (Version 1.410, National Institute of

Health, Bethesda, MD, USA).

COOH
.
, ®
/7N
o ~ -‘\/C ’ COOH - O\
] + R'NH, + ON —» | an
e \N/\CHO \._‘V‘,I‘\,N \—.,[f
CN

CBQCA

Figura 3. 1: Representacion esquemadtica de la fluorescencia producida por la
reaccion entre el CBQCA y las aminas primarias presentes en las proteinas

Para visualizar el coldgeno por medio de esta técnica, se prepard una solucién
1mM CBQCA en 1L de metanol (MeOH) y una solucién 2mM KCN en un 1L de H0.
Se coloc6 cada una de las muestras dentro de una placa de pocillos. Posteriormente

se puso sobre cada una de las muestras 300 pl de la solucién de KCN, que actia
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como catalizador de la reaccion. Finalmente, se afiadi6 300 ul de la solucion de
CBQCA en cada muestra. Esta mezcla se dejé actuar durante 1 hora. Una vez
transcurrida la hora, se retiraron los reactivos y se lavaron las muestras con
H>0/MeOH 1:1. Una vez realizado el protocolo, se obtuvieron imagenes de las
superficies mediante un Microscopio éptico (Nikon, E600). Las iméagenes fueron
obtenidas a 10 aumentos, con luz fluorescente dentro del rango verde del espectro
visible (A= 494 a 520 nm) con un tiempo de exposicion de 400ms. Las imagenes
obtenidas se analizaron a partir del software Image ], mediante el cual se cuantifico

la intensidad de la fluorescencia obtenida en cada imagen.

Como se ha expuesto anteriormente, para que el colageno se pueda adherir a los
silanos debe encontrarse en soluciéon a un pH no excesivamente acido, debido a
que la reaccién con los silanos es mas favorable entre un pH neutro-basico. Por
otra parte, es conocido que a valores de pH excesivamente bdsicos el colageno
tiende a precipitar, dificultando la reaccion con las superficies. Por lo tanto, para
optimizar el proceso de inmovilizacion del colageno, se prepararon varias
soluciones partiendo de un pH = 5, para determinar hasta qué pH se obtenian
soluciones estables, evitando la precipitacion. Para evaluar a qué pH se conseguia
fijar mas colageno a la superficie, el colageno inmovilizado a diferentes pH fue
tefiido con CBQCA y analizado mediante imagenes obtenidas por microscopia

optica de fluorescencia.

b) Angulo de Contacto
Las condiciones bajo las cuales se realizaron las medidas de mojabilidad son

las mismas que se describieron en el apartado 2.3.5.

c) Time-of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry: ToF-SIMS

Después del proceso de inmovilizaciéon del coldgeno sobre las diferentes
superficies de titanio modificadas, se utiliz6 la técnica de ToF SIMS para identificar
los fragmentos correspondientes a aminodacidos asociados con la presencia de
colageno sobre las superficies. Se analizaron triplicados de cada una de las
condiciones estudiadas. A su vez, cada una de las muestras fue analizada 3 veces

en ubicaciones elegidas aleatoriamente para asegurar la homogeneidad de la
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superficie. Las condiciones bajo las cuales se realizaron estos estudios son las

mismas que se describieron en el apartado 2.3.6.

d) Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X: XPS

Con el fin de comprobar la presencia del colageno sobre las diferentes
superficies de titanio estudiadas, se realizaron anadlisis por XPS. El estudio fue
realizado por triplicado para cada una de las condiciones descritas en la Tabla 3.1.
Las condiciones bajo las cuales se realizaron estos estudios son las mismas que se
describieron en el apartado 2.3.4-d. Los espectros obtenidos fueron analizados a

través del software denominado Multipack (v8.2).

e) Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy: OWLS

A fin de determinar la cantidad de coldgeno enlazada sobre cada una de las
superficies de titanio modificadas, se realizaron estudios por OWLS. Esta técnica se
basa en el acoplamiento de un laser de He-Ne dentro de un chip de guia de onda

después de pasar a través de una rejilla 6ptica (Figura 3.2).

Entrada Biomolécula Salida
en solucion

Capa
adsorbida
Superficie
modificada

N

Wavequide

Detector
Soporte

Rejilla
optica Angulo de acoplamiento
Figura 3.2: Diagrama descriptivo de la deteccion de campo evanescente de los procesos
sobre superficies transparentes de tipo éxido metdlico por medio de Espectroscopia Optica de
Guia de onda en modo de luz (Optical Waveguide Lightmode Spectroscopy-OWLS)
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Este acoplamiento sélo ocurre a 2 angulos bien definidos, los cuales son sensibles a
cambios en los indices de refraccion de la luz dentro del campo evanescente
generado sobre la superficie. Estos angulos de acoplamiento son monitorizados
cambiando continuamente el &ngulo de incidencia del laser, midiendo la intensidad
de la luz y los cambios del indice de refraccién con un fotodetector que esta

ubicado en un borde del chip.

Usando los cambios del indice de refraccion medidos, se puede calcular la masa
adsorbida sobre la superficie a través de la formula de Feijter:
M = masa absorbida en ng/cm2

ny—nNg dA= espesor dptico de la capa

M = dn/dc ["r._\ nA,nc = indice de refraccion de la molécula absorbida y del

medio

Dn,dc = incrementos en el indice de refraccion

Este método tiene una alta sensibilidad, de hasta unos pocos cientos de
nanometros sobre la superficie de la guia de ondas (1ng/cm?). Por otra parte, el
tiempo de medida (cada 3 segundos) permite realizar un estudio en tiempo real de

la cinética de adsorcion de la molécula sobre la superficie en ambiente liquido.

Para realizar este estudio se requiere de una muestra especial que permita el paso
de la luz a través de ella. Esta muestra, llamada chip de guia de luz (OW 2400,
MicroVacuum Ltd.- Budapest, Hungria), consiste en un sustrato base de SiO; con
un recubrimiento de TiOz realizado mediante “sputtering” o pulverizacién
catodica. Bajo estas condiciones se obtiene una capa de TiOz de ~ 12 nm de
espesor la cual es considerada como suficientemente gruesa para evitar que las
propiedades del SiO2 intervengan en el proceso de adhesion de moléculas pero a

su vez lo suficientemente delgada para no alterar la sensibilidad del detector.1!

Al tener la guia de luz recubierta con TiO2, ésta se puede tratar de la misma forma
que la superficie de un sustrato de titanio, permitiendo realizar sobre ella los
procesos de activacion y silanizacion. Sin embargo, no se pudo realizar sobre ésta

el proceso de activacion por pirafia, ya que al ser un ataque quimico agresivo
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podria eliminar parte de la superficie y dejar al descubierto zonas donde quede
expuesto el SiOz. Por este motivo se realizé inicamente la activacion por plasma.

Los experimentos de adsorcion se realizaron a 25°C. Una vez colocado el chip
dentro de la celda de flujo, se hizo circular una solucién buffer de 10 mM HEPES
suplementado con 150 mM de NaCl para simular fuerza i6nica fisiologica, a una
velocidad de 200pl/min mediante el uso de una bomba peristaltica que mantiene
en flujo continuo. El HEPES es una sal que solubilizada en agua permite obtener
una solucién tampodn, es decir, una solucién que mantiene un pH estable dentro de
ciertos limites, a pesar de variaciones de concentraciones de iones hidrogeno [H*]
o de hidroxilo [OH-]. La solucién buffer se dejé actuar sobre la superficie durante
unos minutos hasta alcanzar estabilidad en la medida. Esta estabilidad es definida
cuando el valor de la variacién en los ng/cm? es <1. De esta manera se obtuvo una
linea base a partir de la cual se comenz6 a cuantificar la cantidad de proteina
adsorbida. El HEPES se pone como linea base por dos motivos: 1) el equipo tiene
en su programa los valores del indice de refraccion del HEPES, con lo cual es mas
facil calcular los cambios de los indices de refracciéon que ocurre en la superficie y
2) para ver como la proteina adsorbida responde en un entorno parecido al

fisiologico.
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Figura 3.3: Grafica de la evolucién del proceso de cuantificacién del coldgeno
adsorbido sobre las superficies de titanio modificadas, mediante andlisis por OWLS

Una vez obtenida la linea base, se bombed dentro de la celda la solucién de
colageno a una velocidad de 58.3 pul/min y se dej6 en circulaciéon durante 16 horas,
siguiendo el protocolo definido anteriormente (3.3.2). Después de la adsorcion, se
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hizo circular una solucién de acido acético, para eliminar el exceso de colageno no
adherido o enlazado de manera débil. Este lavado se realiz6 durante 1 hora hasta
alcanzar una linea estable. A continuacion, se realiz6 un segundo lavado con la
solucion buffer de HEPES, dejandola actuar entre 45 min y 1 hora hasta alcanzar
una linea estable de medida de la masa adsorbida. Cuando se obtuvo la estabilidad,
se tomd nota de la cantidad final de molécula que quedo adherida después de los
dos lavados. Un resumen de las distintas etapas del proceso experimental seguido,

se muestra en la Figura 3.3.

f) Analisis Estadistico

El estudio estadistico de los resultados obtenidos se realizo mediante el
programa de andlisis estadistico ANOVA, con la prueba de comparacién multiple
de Fisher en la cual se determinan las diferencias estadisticamente significativas

entre las medias de los diferentes grupos con un valor de p <0,05.

3.3.4 Andlisis de Estabilidad del colageno inmovilizado

Para evaluar la estabilidad de la capa de coldgeno inmovilizada, las muestras
fueron sumergidas en agua y sonicadas en un bafio de ultrasonidos durante 120
minutos. Previamente a la sonicacion, el colageno fue tefiido con CBQCA. Se
realizaron medidas de la intensidad de la fluorescencia después de 0, 30, 60 y 120
minutos de sonicacién. Durante el experimento, las muestras fueron protegidas de
la luz para prevenir la degradacion del CBQCA. Mediante esta técnica se pudo
obtener una valoracion indirecta de la cantidad de molécula que permanece

adherida después del tratamiento de sonicacion.

Un segundo estudio de de estabilidad se realizé sumergiendo las muestras en una
solucion de PBS. Las muestras fueron colocadas dentro de un agitador en el cual se
dejaron en agitacién durante 16 horas, a una temperatura de 37°C y una velocidad
de agitacién de 150 rpm. Mediante este método se buscéd simular mejor las
condiciones fisioldgicas. Una vez sometidas las muestras al tratamiento, se
evaluaron mediante XPS, con el fin de determinar de manera cuantitativa la

estabilidad de la molécula sobre cada una de las superficies.
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3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

3.4.1 Visualizacion del colageno por fluorescencia

a) Optimizacion del protocolo de disolucion del coldgeno

Para determinar el pH mas adecuado para la inmovilizaciéon del colageno
sobre las superficies, se evaluaron pHs de 5, 6 y 7, y se usaron como muestras las
superficies activadas por pirafia (PH) y superficies silanizadas con CPTES (PH-CP).
Sélo se evaluaron estos dos tipos de superficie, ya que en este caso se queria

analizar el pH 6ptimo al que se podia inmovilizar el colageno sin que precipitara.

PH

PH-CP

A 27 o 2N
Figura 3.4: Imdgenes de fluorescencia del coldgeno inmovilizado sobre muestras activadas
con pirafia (PH) y silanizadas con CPTES (PH-CP)y posteriormente sumergidas en
soluciones de coldgeno a pH = 5, 6 y 7 obtenidas a 10 aumentos.

En la Figura 3.4 se muestran las imagenes de fluorescencia obtenidas para
muestras de PH y de PH-CP, que fueron sumergidas en soluciones de colageno a pH
=5, 6 y 7. Se observd que a partir de pH 7, el colageno tiende a aglomerarse
sugiriendo una precipitacion de la molécula. El punto isoeléctrico del colageno
estd entre 7 y 7,8 y es sabido que soluciones alcalinas provocan cambios
estructurales en la molécula 2. Por lo tanto se establecié que el pH mas alto al cual

se puede diluir el colageno para que no precipite sobre las superficies es el de 6.
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b) Evaluacion de la inmovilizacion del coldgeno sobre las diferentes

superficies

Una vez definido el pH o6ptimo de la solucion del coldgeno para su
inmovilizacién, es necesario definir cual de los tratamientos de activacion (plasma
o pirafa) y cudl de los dos silanos (CPTES o GPTES) es mas eficiente en la
inmovilizacién de la molécula. En la Figura 3.5, se muestra las imagenes de
fluorescencia y en la Figura 3.6 la cuantificacion de la intensidad de la
fluorescencia de dichas imagenes. Cuando comparamos el efecto de inmovilizar el
coladgeno directamente sobre el titanio sin ningin tratamiento, con el efecto
producido con los diferentes tratamientos, es evidente que la cantidad de colageno
inmovilizado es mucho mayor cuando se realiza algin tratamiento sobre la
superficie. La cantidad de colageno inmovilizado sobre la muestra de titanio puro

(Ti) fue tan poca que no se pudo cuantificar la intensidad de la fluorescencia.

Lo primero que se observé en todas las imagenes (excepto en la de Ti puro) es que
hay zonas con una intensidad de fluorescencia mayor que otras, lo que nos puede
llevar a pensar que no hay una capa continua de coldgeno. Sin embargo las zonas
mas oscuras también emitieron fluorescencia confirmando la presencia del
colageno en dichas zonas. La visualizacion de la fluorescencia del fondo se dificulto,
debido a que hay zonas en las que se acumulé mas colageno emitiendo mas
fluorescencia que el colageno que se encuentra en el fondo. Para evaluar si la capa
de colageno es continua o no, se realizaron estudios de XPS, en los cuales se
analizaron triplicados de cada tipo de superficie y se analizaron varias zonas de la
cada muestra. Los resultados obtenidos de este estudio se discuten mas adelante

en el apartado 3.4.4.

Un segundo aspecto que se observo es que hay una mayor cantidad de colageno
sobre el grupo de muestras tratado con pirafia (PH-col= 66.0, PH-CP-co0l=75.2 y
PH-GP-col = 70.0 %) que sobre el grupo tratado con plasma (PL-col = 2.1, PL-CP-
col= 8.1 y PL-GP-col= 5.0%). Es evidente que la diferencia mas destacada entre
estos dos grupos de muestras es la rugosidad, que fue mucho mayor en las
muestras tratadas con pirafia (Ra= 144.5nm) que en las tratadas con plasma (Ra =

17.9nm). Es conocido que cambios en la rugosidad aumentan el area superficial del
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material, y a su vez esto aumenta el espacio disponible para la adhesién de las

moléculas en solucién.13-15

4

PH-CP-col " PH-GP-col

Figura 3.5: Imdgenes de fluorescencia del coldgeno fisisorbido (PL-col, PH-col) y el enlazado
covalentemente (PL-CP-col, PL-GP-col, PH-CP-col y PH-GP-col), obtenidas a 10 aumentos.
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Figura 3.6: Cuantificacién de la fluorescencia del coldgeno fisisorbido (PL-col, PH-col) y el
enlazado covalentemente (PL-CP-col, PL-GP-col, PH-CP-col y PH-GP-col). Las muestras que
comparten simbolo no presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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En el caso de las superficies tratadas con PH el area superficial es el doble que la de
las superficies tratadas con PL, lo que puede explicar la mayor cantidad de
colageno inmovilizado sobre estas superficies. Autores como Rechendorff et al.
demostraron que con un aumento a escala nanométrica de la rugosidad de la
superficie del tantalo, la cantidad de de fibrin6geno aumenté en un 70%, aunque el
aumento en el area superficial sélo fue de aproximadamente un 20%, lo cual
evidentemente indic6 que la cantidad de proteina adsorbida se vio influenciada
por la rugosidad de la superficie.l® Ellos atribuyeron este fenémeno, a un cambio

en la geometria de las moléculas de fibrindgeno sobre la superficie.

Cuando se compararon las muestras donde el coldgeno habia sido sélo fisisorbido
(PL-col y PH-col), se observ6 que hay una mayor cantidad de colageno fisisorbido
sobre las muestras tratadas con pirafia (PH-col= 66%) que sobre las muestras
tratadas con plasma (PL-col = 2,1%), a pesar de que se esperaba una mayor
cantidad de colageno fisisorbido sobre las muestras de PL debido a que este
tratamiento present6 una mayor cantidad de grupos OH-, como se observo en los
estudios de XPS (2.4.1 - d) y de sustituciéon del complejo de zinc (2.4.1 - e) del

capitulo 2.

En la literatura, la hidrofobicidad de la superficie ha sido considerada como uno de
los factores que pueden influir en la adsorcién de moléculas.17-20 Sin embargo
Dufréne et al, observaron que cambios en estas propiedades producen sdlo ligeras
variaciones en cuanto a la cantidad de molécula adherida. En el caso de la
hidrofobicidad reportada dentro en nuestros estudios (apartado 2.4.1 - b, del
capitulo 2), se observé que el valor del angulo de contacto para la muestra de PH
(angulo = 14°) fue mayor que en el caso del PL (angulo = 0°). Sin embargo ambas
muestras pueden considerarse altamente hidrofilicas y por lo tanto se puede
considerar que este parametro influye de igual manera sobre la cantidad de
molécula adherida. Por lo tanto, lo anterior confirma que prevalece el efecto de la

rugosidad.

Al comparar el efecto de inmovilizar el colageno mediante fisisorciéon o mediante

el uso de silanos, se observé una mayor cantidad de coldgeno sobre las muestras
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silanizadas que en las fisisorbidas, tanto en las muestra previamente tratadas con
plasma (PL = 2.3%0.3 < PL-GP = 4.9+0.1 y < PL-CP = 8.2%¥1.2 %), como en las
muestras previamente tratadas con pirafia (PH= 66.4%4.8 < PH-GP = 70.4£6.9 y <
PH-CP = 76.0+9.3 %). Sin embargo estas diferencias so6lo fueron estadisticamente
significativas en el caso de las muestras previamente tratadas con plasma

(Figura3.6).

Algunos autores han descrito que el proceso de inmovilizacién de péptidos y/o
moléculas mediante el uso de silanos es mucho mas efectivo cuando se compara
con procesos de simple fisisorcion, ya que con la silanizaciéon se logran enlaces
covalentes entre la proteina y la superficie del material, mientras que en los
procesos de fisisorcién de proteinas sobre el titanio se dan enlaces de caracter mas
débil.6.7.21-24 En nuestro caso, se espera que sobre las muestras activadas con PL y
con PH se dé una fisisorcion por la interaccion del colageno con los OH- generados
sobre la superficie, mientras que sobre las muestras silanizadas se espera un
enlace covalente entre el colageno y los silanos adheridos a la superficie del titanio.
Para comprobar lo antes descrito, se realizaron estudios de estabilidad sometiendo
las muestras a ultrasonidos, en los cuales se compararon los tratamientos previos a

la inmovilizacién del colageno en términos de estabilidad,

Una segunda diferencia entre las superficies estudiadas es la mojabilidad. Hay
estudios que confirman que proteinas como la fibronectina y el colageno se
adhieren en mayor cantidad sobre superficies hidrofébicas que hidrofilicas.>25-27
En nuestro caso, las superficies activadas son altamente hidrofilicas mientras que
las silanizadas son hidrofobicas, y por lo tanto era de esperar que sobre éstas

ultimas se adhieriera mas cantidad de molécula, como realmente ha ocurrido.

Al comparar los dos tipos de silanos, se observé una mayor cantidad de coldgeno
sobre las muestras silanizadas con CPTES (PL-CP-col y PH-CP-col) que con GPTES
(PL-GP-col y PH-GP-col), pero en el caso de las muestras previamente tratadas con
pirafia estas diferencias no fueron estadisticamente significativas, probablemente

debido al efecto de la rugosidad.
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Un tercer aspecto que influye en la inmovilizaciéon de biomoléculas, es que a mayor
cantidad de silanos adherido sobre el sustrato, también serda mayor la cantidad de
molécula adherida,??2 por lo tanto es coherente que haya mayor cantidad de
molécula inmovilizada sobre las muestras silanizadas con CPTES, ya que en los
analisis realizados con XPS sobre las muestras silanizadas se observo una mayor
cantidad de CPTES que de GPTES (apartado 2.4.2. - c). Por otro lado, como se
discuti6 anteriormente, las muestras mas hidrofébicas presentan una mayor
adhesiéon de moléculas. En el caso de las muestras silanizadas con GPTES, la
hidrofobicidad fue menor que la del CPTES (apartado 2.4.2-a), debido por un lado
a que sobre las superficies silanizadas con CPTES (PL-CP y PH-CP) se observaron
mas silanos y en segunda estancia porque sobre las muestras silanizadas con
GPTES (PL-GP y PH-GP) se observaron mas grupo OH- que no reaccionaron con el

silano.

Otro aspecto que habria que tener en cuenta es que la eficiencia con la que el
GPTES reacciona con el colageno, podria ser menor que en el caso del CPTES,
debido a que el grupo epoxi que tiene el GPTES como grupo organofuncional
(responsable del enlace silano-biomolécula) es susceptible a hidrolizarse con agua
en medio acido?8 (Figura 3.7). En nuestro caso la reaccion entre los silanos y el
colageno se da a un pH = 6 en solucién acuosa (pH de las solucién del colageno),
por lo tanto es posible que durante el proceso de inmovilizaciéon algunas moléculas
del GPTES reaccionen con el colageno, pero en otras sus grupos epoxi sufran una
hidrolisis, lo que conllevaria por un lado al aumento de los grupos hidroxilo de la
superficie y por otro a la disminucién de la cantidad de colageno inmovilizado. El

CPTES por el contario no es susceptible de sufrir este tipo de hidroélisis.

OIEt 0 OIEt OH
. /\ H20 .
OEt—?l\/\/ov " > OEt—?lWo
OEt OEt OH

Figura 3.7: Representacion esquemdtica de la reaccién de hidrdlisis en ambiente dcido del
grupo epoxi presente en el GPTES
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3.4.2 Angulo de contacto

En la Figura 3.8 se muestran los valores de angulo de contacto obtenidos después
de inmovilizar colageno sobre las diferentes superficies de titanio modificadas.
Después de la inmobilizacion de colageno, el aumento del angulo de contacto en las
muestras activadas y su reduccion en las muestras silanizadas, indica la presencia

de la proteina sobre la superficie.
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Figura 3.8: Angulo de contacto medido con agua desionizada sobre las superficies de Ti
modificadas antes y después de la inmovilizacion de coldgeno.

Se puede observar que los valores obtenidos son intermedios entre los valores
observados para las muestras activadas y las muestras silanizadas. Esto es debido
a la intervencion por un lado de las cadenas hidrocarbonadas del colageno que
poseen un caracter hidrofobico y por otro lado a que algunos de los grupos

funcionales presentes en los aminoacidos tienen un caracter hidrofilico.13

3.4.3 ToF SIMS

En la Figura 3.9 a y b se muestran los espectros de las muestras recubiertas con
colageno, donde se pueden observar picos que contienen nitrogeno relativos a las
fragmentos tipicos pertenecientes a los aminoacidos del colageno. Estudios previos
han mostrado que el ToF SIMS es una eleccién adecuada para la identificacion de
proteinas adsorbidas en la superficie debido a su capacidad de fragmentar los

aminodacidos que las componen segtn patrones especificos.82930
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La presencia de aminoacidos como la Glicina (CNH4, m/z=30), alanina (C2NHe,
m/z=44) y prolina (C4NHs, m/z=70) que se observaron con mayor intensidad, y la
serina (C2HsNO, m/z=60) y la lisina (CsNHio, m/z=84) con menor intensidad
confirman la presencia del coldgeno ya que éstos son los principales aminoacidos

presentes en esta molécula.2931-33
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Figura 3.9: Espectros de los picos relativos a los principales aminodcidos presentes
en el coldgeno inmovilizados sobre muestras previamente tratadas con plasma (a)
PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col, y con pirafia (b) PH-col, PH-CP-col y PH-GP-col.

Otros fragmentos caracteristicos de los demas aminoacidos reportados en la
literatura como pertenecientes al coldgeno, también se observaron con menor
intensidad en el espectros de todas las muestras recubiertas con colageno,303234
confirmando la presencia de éste sobre las diferentes superficies de titanio
modificadas. Dentro de estos se destacan: CH3Nz, C2H7N3, C4H10N3, C4H11N3 CsH10N3
y CsH11Ns de la Arginina detectados a m/z = 43, 73, 100, 101, 112 y 127
respectivamente, CsH12N de Ile/ Leu a m/z = 86, C4H4NO2 del Asn a m/z = 98 y
CsHgN3 del Hisam/z = 110.

Estos resultados demuestran la presencia de colageno, pero no dan informacién
acerca de la manera como se encuentra enlazado sobre la superficie, ni acerca de
sobre qué superficie hay mayor cantidad de molécula, y por tanto qué superficie es
mas eficiente en la inmovilizacion de colageno. Por lo tanto, es necesario recurrir a
otras técnicas de apoyo que puedan brindar esta informaciéon, como el XPS y el

OWLS.
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3.4.4 XPS

En la Tabla 3.2 se muestran los porcentajes de cada uno de los elementos quimicos
detectados mediante el analisis por XPS, sobre las muestras de titanio modificadas,
después de someterlas al proceso de inmovilizacion de colageno. Una vez
inmovilizado el colageno se observo en general para todas las superficies una
disminucién en los picos de titanio, silicio, cloro y oxigeno, y un aumento
importante en los picos de nitréogeno y carbono. Adicionalmente se observd que
para la mayoria de los elementos detectados, la dispersiéon de los valores fue
pequefia, lo que sugiere que se ha formado una capa continua de colageno sobre
las superficies. Esto confirma que en los resultados de fluorescencia parte del
coldgeno que se encontraba en el fondo no se pudo visualizar debido a las

aglomeraciones de coldgeno observadas en algunas zonas.

Tabla 3.2: Porcentaje atémico de los elementos encontrados sobre las diferentes superficies
de titanio modificadas antes y después de la inmovilizacion del coldgeno.

Muestra Elemento (% atémico)
Cls N1s O1s Si2p Cl2p Ti2p Nals

PL 10,0+3,7 | 16+04 | 480+23]2,1+101]0,2+0,1]169+£0,7 | 21,5+£3,6
PL-col 51,2+1,7 | 159+0,3 | 29,1+0,4 [ 20+0,7|0,0+00| 1,1+0,0 0,5+0,2
PL-CP 216+20| 06+0,4 | 495+06 |48+03|23+0,1|11,4+13 | 9,5+0,6
PL-CP-col | 55,6+0,4 | 157+0,6 | 26,1+0,5 [ 1,5+0,2 |0,6 £0,0( 0,2+0,0 | 0,3+0,2
PL-GP 156+28| 0,8 £+0,4 |539 +08]3,4+06(04+00] 13,4+1,3|124+2,8
PL-GP-col | 52,2+1,1 | 15,8+0,2 | 28,7+0,5 | 2,3+0,5|0,2 +0,1| 0,4+0,2 | 0,0+0,0
PH 18,2+0,1| 1,0+04 | 470+0,1|10+0,1]0,21+0,2| 21,3+0,3 | 7,4+0,3
PH-col 55,6+0,7 | 163+0,1 | 26,2+0,5 (0,4+0,3|0,1+0,1 | 1,3+0,2 | 0,3+0,2
PH-CP 23,7+13 | 00+0,0 | 554+1,1(40+03]3,1+0,2|13,8+0,5| 0,0+0,0
PH-CP-col | 56,0+1,1 | 16,1+0,2 | 256+0,7 [ 0,6+0,3|0,4+0,1 | 1,1+0,3 | 0,3+0,2
PH-GP 21,4+1,7( 00+0,0 | 564+23(20+£05]00+0,0| 20,2+04 | 0,0+0,0
PH-GP-col | 57,6 +0,3 | 158+0,4 | 25,2+0,5 (0,5+0,1 | 0,0£0,0 | 1,3+0,3 | 0,2+0,1

En el caso del pico de titanio, esta disminucidon fue drastica en todos los casos,
obteniendo valores < 1, lo que sugiere que la mayor parte de la superficie esta
recubierta por una capa. En cuanto el aumento del pico de nitrégeno (N1s), este
paso de un 1% a un valor medio de * 16% sobre todas las superficies (Tabla 3.2).
El aumento en el porcentaje de este pico se debe a la presencia de este elemento en
los aminoacidos que conforman el coldgeno, formando distintos tipos de enlace

con el carbono como por ejemplo grupos amina (C-NHz), guanidina (C=NH), amida

121



CAPITULO 3

(0O=C-N), y enlaces internos con grupos carboxilo.29:34-37As{ mismo, como era de
esperar, se observo un aumento en el porcentaje del pico de carbono (C1s) sobre

todas las superficies, pasando de un valor promedio de + 18.4 a + 54.7%.

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en cuanto a los
porcentajes de C1ls y N1s (Tabla 3.2) presentes sobre las distintas superficies con
colageno inmovilizado. Este resultado parece entrar en contradiccion con los datos
obtenidos en los andlisis de fluorescencia de la Figura 3.6, donde la intensidad de la
fluorescencia del coldgeno detectada, fue significativamente mayor sobre el grupo
de muestras tratadas con pirafia (PH-col, PH-CP-col y PH-GP-col). No obstante, es
importante recordar que el limite de deteccién del XPS, es de 10nm de
profundidad. Es posible que durante el proceso de inmovilizacién del colageno
sobre las superficies, en el cual las muestras se sumergieron durante 16 horas, se
hayan adherido multiples capas de colageno con un espesor mayor que el que
puede ser detectado por XPS, y por lo tanto esta técnica no nos permite discernir

sobre cual de estas superficies se adhirié mas cantidad de colageno.

Adicionalmente, al analizar los valores del porcentaje del pico de Ti y del Si
después de la inmovilizacién del colageno, se observé un valor medio < 1% para el
Ti en todas las muestras y que algunos valores del porcentaje de Si también son <
1% sobre algunas muestras (Tabla 3.2). Valores de porcentaje menores o iguales a
1% no son considerados significativos. La imposibilidad de obtener el porcentaje
de titanio y de silicio que hay por debajo del colageno a través de XPS y la baja
desviacidn estandar que tienen estos datos, sugiere nuevamente la presencia de
una capa continua y que dicha capa tiene un espesor mayor de 10nm, lo que
explica el porqué no podemos observar diferencias significativas entre las

diferentes superficies.

Algunos autores, como Textor et al. e Iucci et al., han utilizado el aumento en el
porcentaje de los picos de N1s y Cls (relacionados con la presencia de proteinas
y/o péptidos) y la disminucién del porcentaje del Ti2p y el Si2p (relacionados con
la presencia de una nueva capa sobre la sefial del metal y del silano

respectivamente), para realizar una medida cuantitativa de la cantidad de
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INMOVILIZACION DE COLAGENO SOBRE LAS SUPERFICIES DE TITANIO MODIFICADAS

proteinas en una superficie a través de las ratios de Ni/Ti, C/Ti, Ni/Si y C/Si.3638

Sin embargo en nuestro caso estas ratios no aportan informacién significativa

debido a los bajos porcentajes de Ti y Si que se detectaron.
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Figure 3.10: Espectros de alta resolucién de la deconvolucién del pico de C1s antesy después
de la inmovilizacién de coldgeno. (a, b y c) Muestras previamente tratadas con plasma (PL-
col, PL-CP-col y PL-GP-col). (d, e y f) Muestras previamente tratadas con piraia (PH-col, PH-
CP-col y PH-GP-col).
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Tabla 3.3: Porcentaje atémico de las especies quimicas presentes en el pico de C1s antesy

después de la inmovilizacidn de coldgeno.

a) Muestras previamente tratadas con plasma.

PL | PL-col | PL-CP | PL-CP-col | PL-GP | PL-GP-col
% Area total

100] 51,2 | 216 | 556 | 156 | 522
Pico | Especies Quimicas | EE (eV) % Area subpicos
1 |C-H,CC 284,6 59| 198| 14,7 16,1 9,1 14,4
2 |CH,N, CH,0 286,0 33| 142| 61 22,4 4,9 21,0
3 |0=C-N 287,5 04| 161| 04 14,7 1,2 14,6
4 | NH-C(=NH)-NH, 289,0 0,3 1,0 05 2,4 0,4 2,1

b) Muestras previamente tratadas con pirana.

PH | PH-col | PH-CP | PH-CP-col | PH-GP | PH-GP-col
% Area total

182 | 556 | 237 | 560 | 214 | 576
Pico | Especies Quimicas | EE (eV) % Area subpicos
1 |CH,CC 284,6 9,2 20,7 13,4 16,3 11,7 18,7
2 | CH;N, CH,O 286,0 8,4 17,5 9,5 22,6 7,8 21,9
3 |0=C-N 287,5 0,5 16,2 0,5 14,7 1,4 14,7
4 | NH-C(=NH)-NH, 289,0 0,2 1,1 0,2 2,4 0,5 2,2

Mediante los andlisis de alta resolucién, se estudiaron con mas detalle las
deconvoluciones de los picos de C1s y O1ls, con el fin de identificar la presencia de
nuevas especies quimicas una vez se inmoviliza el colageno, las cuales
generalmente estan asociadas al aumento o al cambio en el porcentaje atomico de
cada subpico. En la Figura 3.10 y en la Tabla 3.3, se muestra los espectros de alta
resolucién y los porcentajes de las especies quimicas que conforman el pico de C1s,

antes y después de la inmovilizacion del colageno.

Al realizar la deconvolucién pico de C1s (Tablas 3.3a y b), se pudieron introducir 4
picos con energias de enlaces asociadas con los aminoacidos presentes en péptidos
y proteinas29.3437.39-44: (1) hidrocarbonos C-H (284.6 + 0.2 eV), (2) aminas CH2N
y/o grupos alcoxi CH20 (286 £ 0.3 eV), (3) grupos amida y/o enlace peptidico O=C-
N (287.5 = 0.3 eV) y (4) grupos carboxilo (0=C-OH) y/o guanidina [NH-C(=NH)-
NHz] (289 + 0.4 eV), éste ultimo asociado generalmente a la presencia de la
arginina. El incremento de la intensidad de los picos en el rango de energia de 286-

289 eV refleja el éxito del proceso de inmovilizacién del colageno.1>42
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Como se ha mencionado anteriormente el aumento de los picos ubicados a 287.5y
289 eV, se ha atribuido a la presencia de enlaces del tipo peptidico (0=C-N) y a la
especie guanidina (NH-C(=NH)-NH:), los cuales confirman la presencia del
colageno sobre las superficies. En general se observé que los porcentajes de los 4
picos aumentan sobre todas las superficies. Sin embargo, los picos 1 y 2 también
estan relacionados con la presencia de contaminacion atmosférica la cual fue
detectada incluso en las muestras sin ningtn tipo de tratamiento. Por lo tanto,
afirmaciones cuantitativas sobre los rendimientos de las reacciones posteriores,
son dificiles o imposibles de realizar3638 y en consecuencia no se pueden realizar
ratios entre los diferentes picos encontrados en la deconvolucién de carbono, para

establecer sobre qué superficie hay mayor cantidad de colageno.

En el caso del pico de O1s, se observd que el porcentaje de oxigeno disminuye
después de la inmovilizacion del colageno (Tabla 3.2), probablemente debido a que
el colageno recubre especies quimicas que contienen oxigeno como el 6xido de
titanio (0%), los grupos OH- y los silanos enlazados al metal (Ti-O-Si y Si-O-Si). En
la Figura 3.11 a-f y en la Tabla 3.4, se muestran los espectros de alta resolucién y
los porcentajes de las especies quimicas que conforman el pico de O1s, de las
superficies antes y después de la inmovilizaciéon del colageno. En todos ellos, se
puedo observar que los picos correspondientes a las especies quimicas que
conforman el pico general, cambian después de la inmovilizacion del colageno,

debido a que en el colageno también existen especies quimicas con oxigeno.

El pico (1) correspondiente a la capa de 6xido (0%) ubicado cerca a 530 eV,
disminuy6 de manera considerable sobre todas las superficies, lo que sugiere la
presencia de una nueva capa sobre la superficie. En el caso de las muestras
previamente activadas con plasma y con pirafia (Figura 3.11ay dy Tabla3.4ayb)
se observé un aumento en el segundo pico ubicado a = 531 eV, relacionado con la
superposicion del enlace del tipo carboxilo COOH presente en el colageno, sobre la
sefial de los grupos OH- de la superficie activada, y un aumento en el pico ubicado a
~ 532.5eV, relacionado con la superposicion del enlace del tipo amida O=C-N sobre

la sefial del agua.37:45
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En el caso de las muestras silanizadas (Figuras 3.11 b, c, e y f), los picos ubicados a
531 y 532 eV aumentan debido a la superposicion de enlaces del tipo carboxilo
sobre la sefial de OH- y la superposicion de la funciéon amida y/o el enlace peptidico

0=C-N sobre la senal de Ti-O-Si, respectivamente.36-3845
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Figure 3.11: Espectros de alta resolucion del pico de Ols antes y después de la
inmovilizacion de coldgeno. (a, b y c) Muestras previamente tratadas con plasma (PL-col,
PL-CP-col y PL-GP-col). (d, e y f) Muestras previamente tratadas con pirafia (PH-col, PH-CP-
col y PH-GP-col).
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Tabla 3.4: Porcentajes atémicos de las especies quimicas presentes en el espectro de alta
resolucién del O 1s, observadas después de la inmovilizacién del coldgeno.

a) Muestras previamente tratadas con plasma.

PL | Pl-col | PLCP | PL-CP-col | PL-GP | PL-GP-col
% Area total
48,0 29,1 49,5 26,2 53,9 28,7
Pico | Especies Quimicas | EE (eV) % Area subpicos

1 o% 529,5 52,6 13,6 50,2 12,8 65,2 17,0
2 | OH/ COOH 530,9 372| 692 101 401| 91 44,5
3 Ti-0-Si / 0=C-N 532,5 10,2 17,3 35,1 43,6 16,8 35,0
a Si-O-Si 533 4,7 8,9

- C=0 | -> 533,38 3,5 3,5

b) Muestras previamente tratadas con pirana.

PH | PH-col | PH-CP | PH-CP-col | PH-GP | PH-GP-col

% Area total

47,0 26,2 55,4 25,6 56,4 25,2
Pico | Especies Quimicas | EE (eV) % Area subpicos
1 |0* 529,5 53,0 124| 674 17,2 79,9 13,1
2 OH / COOH 530,9 44,4 61,8 1,8 43,7 10,0 56,2
3 Ti-O-Si / 0=C-N 532,5 2,6 25,7 27,2 36,6 7,8 27,7
a Si-O-Si 533 3,5 2,4
- C=0 | - 533,8 2,6 3,0

Adicionalmente, el pico que estaba ubicado a 533eV en las muestras silanizadas, se
desplazo a una energia de enlace de 533.8eV después de la inmovilizaciéon del
colageno. La presencia de este pico esta relacionada segun la literatura con la
presencia de enlaces del grupo carbonilo (C=0), que se encuentran también en
varios aminoacidos del colageno.3” Es importante resaltar que este ultimo pico solo
se observo sobre las muestras silanizadas (no se observé sobre las muestras sélo
activadas de PL-col y PH-col), lo cual sugiere que el colageno se adhiere a los
silanos a través del enlace C=0, es decir a través de la unién del carbono presente
en uno de los extremos de la molécula del silano con grupos funcionales del
colageno que contengan oxigeno, como por ejemplo los grupos OH-. Esto puede ser
un indicio de que la interacciéon del coldgeno con la superficie es distinta en las

muestras activadas y en las silanizadas.
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Con la disminucion de los picos de Ti2p y SiZ2p, asi como con el incremento
significativo de las areas de los picos de N1s, Cl1s (en especial los picos ubicados a
288y 289 eV, en el caso de C1s) y de los picos ubicados a 531y 532,5 eV en el pico
de O1s, atribuidos a la presencia de la presencia de especies como la guanidina, los
carboxilos y amida presentes en el colageno, se confirma la presencia del colageno

sobre las diferentes superficies.

En estos estudios no se observaron diferencias significativas entre los porcentajes
obtenidos de los picos de Ti, N, C y O para cada muestra, por lo cual no podemos
determinar con exactitud sobre qué superficie hay mas coldgeno inmovilizado.
Aunque, los porcentajes generales del pico de C1s son ligeramente mayores y los
de O1ls ligeramente menores (Tabla 3.2), sobre las muestras previamente tratadas
con pirafa (PH-col, PH-CP-col, PH-GP-col) que con plasma (PL-col, PL-CP-col, PL-
GP-col), sugiriendo una mayor cantidad de colageno sobre estas superficies, lo que
coincide con lo observado en los estudios de fluorescencia (3.4.1-b), lo cierto es
que las diferencias observadas en XPS no fueron estadisticamente significativas.
Un aspecto interesante es la aparicién de un nuevo pico cerca a 533,8eV en el pico
de O1s de las muestras silanizadas, lo que sugiere un enlace entre los silanos y el
colageno del tipo C=0, que es de caracter covalente, y por lo tanto se espera que
sobre estas superficies el colageno inmovilizado sea mucho mas estable que el

adherido sobre las muestras simplemente activadas (PL-col y PH-col).

3.4.5 Analisis por OWLS

En la Figura 3.12 a y b se muestran los resultados del experimento de
inmovilizacién de colageno sobre las diferentes superficies de titanio modificadas.
La cantidad de masa inmovilizada aumenta sobre las muestras silanizadas en
comparacién con las muestras tratadas solo con plasma, confirmando que la
inmovilizacién de colageno mediante el uso de silanos es mas eficiente en
comparacién con la fisisorciéon generada con los grupos OH- de las muestras
activadas por PL. La cantidad de colageno inmovilizado sobre las muestras
tratadas con CPTES (1110 * 25,0 ng/cm?) fue muy superior a la adherida sobre las
tratadas con GPTES (760 + 17,4 ng/cm?) y las activadas con PLASMA (660 + 10,0

ng/cm?).
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Esto puede estar relacionado con la menor cantidad de silanos detectados por XPS
en la muestra de PL-GP-col (apartado 2.4.2-c), lo que conlleva a una menor
cantidad de de moléculas de silano disponibles para reaccionar con la proteina. Por
otro lado, hay estudios que indican que el aumento de la cantidad de proteina
adherida (fibronectina y colageno), es directamente proporcional al incremento
del caracter hidrofébico de las superficies.>1925-27 En este caso, las muestras de PL
son altamente hidrofilicas en comparacion con las silanizadas, razén por la cual se
observé menor cantidad de colageno inmovilizado sobre estas. En cuanto a las
muestras silanizadas, las muestras de PL-CP mostraron un comportamiento
altamente hidrofébico mientras que en las muestras de PL-GP el caracter
hidrofébico fue menor debido a la menor cantidad de silano enlazado, lo que a su
vez deja mas grupos OH- libres que aumentan el cardcter hidrofilico de la
superficie. Finalmente, un tercer aspecto que puede reducir la eficiencia en la
reaccion coldgeno-GPTES, puede ser la hidrolisis del grupo epoxi del GPTES, tal

como se discutid en el apartado 3.4.1.2 de este capitulo.
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Figura 3.12: Masa de coldgeno fisisorbido (PL-col) y de coldgeno enlazado mediante el uso
de silanos (PL-CP-col y PL-GP-col). (a) Espectros de OWLS, donde se muestra la evolucién del
proceso de inmovilizacion del coldgeno sobre las diferentes superficies. (b) Cantidad final
registrada en los espectros de OWLS, correspondiente a la cantidad de la masa de coldgeno
inmovilizado sobre todas las superficies. Todas las muestras tienen diferencias
estadisticamente (p<0,05).
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En cuanto a la eficiencia de la silanizaciéon como método para aumentar la cantidad
de colageno inmovilizado, nuestros resultados son consistentes con los reportados
en la literatura. Bajo condiciones de adsorcién estatica, partiendo de una solucién
de colageno en PBS de 30 pg/ml, Denis et al, lograron inmovilizar entre 400y 800
ng/cm? de colageno sobre muestras de TiO2 recubiertas con oro y funcionalizadas

con SAMs de alcano-etiol terminados en CH3 o grupos OH-.18

Cantidades similares de colageno fueron inmovilizadas bajo condiciones estaticas
sobre otro tipo de superficies. Dupont-Guillain et al, lograron inmovilizar 600 y
1000 ng/cm? sobre poliestireno (PS), partiendo de soluciones de colageno en PBS
de 4 y 40 pg/ml respectivamente. En este caso el tiempo de adsorcion fue de 2
horas. Sobre polietilen-tereftalato (PET), lograron inmovilizar una cantidad similar
a la obtenida en este estudio sobre la muestra de PL, de 650 ng/cm? partiendo de
una soluciéon de 100 pg/ml.4647 Con un tiempo de inmersiéon de 24 horas, mucho
mayor al utilizado en este estudio, Pamula et al, lograron inmovilizar sobre
poliestireno y poliestireno tratado con plasma de oxigeno, 1100 y 900 ng/cm? de
colageno respectivamente. La adsorcion se hizo en condiciones estaticas a 37°C,

partiendo de una solucién en PBS (pH ~ 7.2) de 40 pg/ml.48

En nuestro caso, se logré inmovilizar 650, 760 y 1100 ng/cm? sobre las muestras
de PL-col, PL-GP-col y PL-CP-col respectivamente, partiendo de una solucién de
150 pg/ml. Sin embargo, el método utilizado en este estudio se diferencia de los
reportados en la literatura en que la inmovilizacion del colageno se hizo bajo un
flujo constante, por lo tanto se podria decir que los métodos de modificacién con
silanos empleados en este estudio mejoran la eficiencia en la inmovilizacién del

colageno.

3.4.6 Analisis de estabilidad del colageno inmovilizado

a) Microscopia Optica de Fluorescencia

Las Figuras 3.13 y 3.14 muestran los resultados de estabilidad del colageno
inmovilizado sobre las diferentes superficies de titanio modificadas, después de
someter a cada una de las muestras a diferentes tiempos de sonicacién en un bafio

de ultrasonidos a temperatura ambiente. Estos resultados corresponden a las
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medidas de intensidad de fluorescencia realizadas sobre cada una de las imagenes

del CBQCA enlazado al colageno, por medio del software Image J.
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Figura 3.13: Evolucién de la intensidad de la fluorescencia con el tiempo de sonicacion, del
coldgeno fisisorbido y enlazado covalentemente sobre muestras con tratamientos previos de
plasma (PL, PL-CPy PL-GP)
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Figura 3.14: Evolucién de la intensidad de la fluorescencia con el tiempo de sonicacién, del
coldgeno fisisorbido y enlazado covalentemente sobre muestras con tratamientos previos de
pirafia (PH, PH-CPy PH-GP)

Tal y como se discutio en los estudios de visualizacion del colageno en el apartado
3.4.1-b, a tiempo cero de sonicacion se observo una mayor cantidad sobre las
muestras previamente tratadas con pirafia (PH-col, PH-CP-col y PH-GP-col) donde
los valores de intensidad inicial estan entre 60 y 80% (Figura .3.14), mientras que
en las muestras previamente tratadas con plasma (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col)
los valores son menores a 10% (Figura 3.13). También se observé una mayor
cantidad sobre las muestras silanizadas, en especial sobre las tratadas con CPTES,

tanto sobre las muestras previamente tratadas con plasma (PL-CP-col) como con
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pirafa (PH-CP-col). Es importante resaltar que los valores obtenidos para las
muestras de PL-col estan por debajo de los limites de deteccidn de la técnica, por lo
tanto su evaluacidn no se considera significativa, y no se tendra en cuenta en el

analisis de este estudio.

En la Figura 3.15 se muestra la tasa de reduccién del colageno que permanece
inmovilizado después de someter a las muestras al tratamiento de sonicacidn
durante 120 minutos ([Intensidad 120 minutos / Intensidad o minutos] * 100), excepto
para la muestra de PL-col. En el grupo de muestras previamente tratado con
plasma, al desestimar los valores obtenidos en la muestra de PL-col, se puede decir
que el porcentaje de reducciéon fue menor sobre las muestras silanizadas (PL-CP-
col y PL-GP-col). Por otro lado, en el grupo de las muestras previamente tratadas
con pirafia, al comparar la tasa de reduccién del colageno fisisorbido (PH-col) con
el inmovilizado mediante los silanos (PH-CP-col y PH-GP-col), se observé
nuevamente que el porcentaje de reduccion fue mucho menor sobre las muestras
silanizadas, lo que indica que el enlace de la proteina y el silano fue mas estable.
Estos resultados concuerdan con otros estudios, en los cuales se ha descrito que el
proceso de biofuncionalizaciéon por medio del uso de silanos proporciona una
mayor estabilidad al inmovilizar proteinas cuando es comparado con el proceso de

fisisorcion.67,18.21-24
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Figura 3.15: Tasa de reduccion del coldgeno que permanece inmovilizado sobre las
diferentes superficies de titanio después de ser sometidas al tratamiento de sonicacién en
agua destilada durante 120 minutos.
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Cuando comparamos el efecto de los dos tipos de silanos (PL-CP vs PL-GP y PH-CP
vs PH-GP), el porcentaje de reduccion de colageno inmovilizado fue similar para
todas las muestras, con valores de entre 35 y 45 %. Siendo un poco menor en PL-
GP (36,5%) en comparacion con PL-CP (45,5%) y por el contrario un poco menor
en PH-CP (33,5%) que en PH-GP (43,5%). Esto indica que el enlace del colageno
con el grupo organofuncional de ambos silanos es casi igual de estable, a pesar de
que inicialmente se haya observado una mayor cantidad de colageno inmovilizado
sobre las superficies silanizadas con CPTES, y sugiere que parte del colageno

cuantificado antes del proceso de estabilidad se encontraba fisisorbido.

b) Andlisis de Estabilidad mediante XPS

En la Tabla 3.5, se muestran los porcentajes de los picos detectados en los
espectros generales de las muestras biofuncionalizadas con coldgeno antes (pre) y
después (post) de someterlas al tratamiento de sonicacién (150 rpm) durante 16

horas, a una temperatura de 37°C y en presencia de PBS.

Tabla 3.5: Porcentaje atomico de los elementos encontrados sobre las diferentes superficies
de titanio modificadas y recubiertas con coldgeno antes (pre) y después (post) del
tratamiento de estabilidad.

Muestra Cls N1s O1s Si2p Cl2p Ti2p Nals
PL-col pre | 51,2+1,7159+0,3(29,1+0,4| 2,0+0,7 | 0,0+0,0 | 0,9+0,0 | 0,5+0,2
post| 293+0,1| 46+0,2 |449+0,7( 2,1+0,6 | 09+0,1 | 47+0,3 |13,5+0,9
PL-CP-col pre | 55,6 +0,4 |115,7+0,6(26,1+0,5| 1,5+0,2 | 0,6 +0,0 | 0,2+0,0 | 0,3+0,2
post|39,2+6,0| 7,8+2,7 |340+23(38+04 | 3,1+14 | 1,5+0,2 |10,6+4,3
PL-GP-col pre | 52,2+1,1158+0,2(28,7+0,5| 2,3+0,5 0,2 0,1 0,4+0,2 | 0,0+0,0
post|345+28] 6,7+2,5 |408+3,6( 3,0+0,7 | 1,2+0,4 | 2,8+0,3 (11,024
PH-col pre | 55,6+0,7 116,3+0,1(26,2+0,5|( 04+0,3 |1 0,1+0,1 | 1,3+0,2 | 0,3+0,2
post| 18,7+29] 23+1,6 |476+2,3|0,6+0,2 | 0,7+0,6 |11,3+1,0(189+2,0
PH-CP-col pre | 56,0+1,116,1+0,2(256+0,7| 06+0,3 | 0,4+0,1 | 1,1+0,3 | 0,3£0,2
post|33,1+5,1| 44+2,1 |410+28( 1,1+05 | 1,004 | 64+1,3 [13,0+24
PH-GP-col pre | 57,6 +0,31158+0,4(252+0,5( 0,5+0,1 | 0,0+0,0 | 1,0+0,3 | 0,2+0,1
post|30,2+19| 40+1,2 |43,1+13(08+0,2 | 0,2+0,2 | 6,8+0,9 |123+1,3

El porcentaje de los picos de Si, Cl, Ti y Na, aument6 sobre todas las superficies
después del tratamiento de estabilidad, sugiriendo el desprendimiento de alguna
capa que los cubria. En el apartado 3.4.4, la presencia del colageno sobre la

superficie se determiné principalmente por el gran aumento del pico de nitrégeno
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y de carbono, y por el cambio en el espectro del pico de oxigeno, ya que estos
elementos se encuentran en todos los aminoacidos, por lo tanto seran los
elementos de mayor interés en este estudio. En el caso de los picos de nitrégeno
(N1s) y carbono (C1s), estos disminuyeron en todas las muestras y el porcentaje
de oxigeno (O1s) aumentd (Tabla 3.5), indicando el desprendimiento de parte del

colageno.

Para determinar la estabilidad del colageno sobre las distintas superficies, es
necesario realizar una ratio del porcentaje antes y después del tratamiento
(pre/post). En la Tabla 3.6 se muestran las ratios de los porcentajes del N1s, Clsy
01s antes (pre) y después (post). Al analizar la ratio de N pre/N post (Tabla 3.6),
se observo que los valores fueron menores sobre las muestras silanizadas que
sobre las activadas, tanto en el grupo de muestras tratado con plasma (PL-CP-col=
2.0 y PL-GP-col= 2.4 > PL-col= 3.5) como con pirafa (PH-CP-col= 3.7 y PH-GP-col=
4,0 > PH-col= 7.1). Esto coincide con lo observado en los resultados de estabilidad
por fluorescencia y confirma que el colageno es mas estable cuando se inmoviliza a

través de los silanos.

Tabla 3.6: Ratio del porcentaje de N1s, C1sy O1s, detectados sobre las muestras antes (pre)
y después (post) del tratamiento de estabilidad.

Grupo plasma Grupo piraiia
Muestra PL-col | PL-CP-col | PL-GP-col || PH-col | PH-CP-col | PH-GP-col
%N pre / %N post 3,5 2,0 2,4 7,1 3,7 4,0
%C pre / %C post 1,8 1,4 1,5 2,9 1,7 1,9
%0 post / %0 pre 1,5 1,3 1,4 1,8 1,6 1,7

Al comparar los dos grupos de muestras, se observo que los valores de la ratio son
en general menores sobre el grupo tratado con plasma (PL-col = 3.5, PL-CP-col =
2.0 y PL-GP-col = 2.4) que con pirafia (PH-col = 7.1, PH-CP-col = 3.7 y PH-GP-col =
4.0), lo cual indica una menor estabilidad del colageno sobre las muestras
previamente tratadas con pirafia. Esto puede ser debido a que parte de la cantidad
del colageno inmovilizado sobre las superficies previamente tratadas con pirafia,
este mas influenciada por el efecto de la rugosidad que por la cantidad de grupos

funcionales disponibles para reaccionar con el colageno.
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Finalmente, al comparar los dos tipos de silanos, a diferencia de lo observado en
los resultados de estabilidad por fluorescencia donde no se pudo establecer con
cual de los silanos es mas estable el colageno, la ratio del N1s obtenida por XPS fue
menor sobre las muestras silanizadas con CPTES (PL-CP-col y PH-CP-col) que con
GPTES (PL-GP-col y PH-GP-col), confirmando una mayor estabilidad al usar el
CPTES.

En el caso de las ratios del C1s y del O1s, las diferencias de los valores de las ratios
son menos marcadas que las observadas en N1s. Esto es debido a que el N1s sélo
es detectado después de la inmovilizacién del colageno, mientras que el porcentaje
del Cls y el Ols ademas de ser atribuido a la presencia de coldgeno, también fue
detectado sobre las muestras sin colageno, siendo atribuido a contaminacién sobre
la muestra de titanio puro en el caso del carbono, y a la presencia de grupos OH- en

las muestras activadas y al enlace Ti-O-Si en las muestras silanizadas.

A pesar de lo anterior, se observé que los valores de las ratios del Cls y del O1s
cumplen las mismas condiciones observadas para el caso de las ratios de N1s: i)
ratios menores en muestras silanizadas que activadas. Por lo tanto mayor
estabilidad del colageno sobre muestras silanizadas; ii) ratios menores en el grupo
de muestras tratado con plasma que con pirafa. Por lo tanto mayor estabilidad
sobre muestras tratadas con plasma; iii) Ratios menores en el caso de las muestras
silanizadas con CPTES que con GPTES. Por lo tanto mayor estabilidad sobre las

muestras silanizadas con CPTES.

Por otro lado, un estudio detallado del espectro de alta resoluciéon del C1s y del
01s, nos permitié analizar de qué manera cambid el pico después de que parte del
colageno se desprendiera. En el caso del N1s, como este solo fue detectado
mediante XPS cuando se inmoviliz6 el colageno, cualquier cambio en su porcentaje,
fue atribuido en su totalidad a desprendimiento de coldgeno, y por tal motivo no se

realizo la deconvolucién de este pico.

En la Figura 3.16 y en la Tabla 3.7, se muestra los espectros y los porcentajes

obtenidos de la deconvolucién del pico de C1s antes y después del tratamiento de
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estabilidad. En general, se observo sobre todas las muestras una disminucién del
porcentaje de los 4 picos observados antes del tratamiento, en algunas de ellas en

mayor o menor proporcion.
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Figura 3.16: Espectros de alta resolucién del Cls, obtenidos sobre las muestras con
coldgeno inmovilizado antes (pre) y después (post) del tratamiento de estabilidad. (a, b y c)
Muestras previamente tratadas con plasma (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col).( d, e y f)
Muestras previamente tratadas con piraia (PH-col, PH-CP-col y PH-GP-col).
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Tabla 3.7: Porcentaje atémico de las especies quimicas que conforman el espectro de alta
resolucién del C1s.

a) Muestras previamente tratadas con plasma.

C1s PL-col PL-CP-col PL-GP-col
pre | post | pre | post | pre | post
Pico Especies Quimicas EE (eV) 51,2 29,0| 55,6| 38,9| 52,2| 34,2
1 |[C-H,CC 284,6+0,2 | 19,8| 13,5| 16,1| 149| 14,6| 149
2 |CH3N, CH,0 286,0+0,1 | 14,2 91| 22,4 14,1| 21,0| 11,2
3 |O0=C-N 287,9+0,1 | 16,1 54| 14,7 93| 14,4 7,7
4 |COOH, NH-C(=NH)-NH, | 289,0+0,1 2,0 0,9 2,4 0,6 2,1 04

b) Muestras previamente tratadas con pirana.

C1s PH-col PH-CP-col PH-GP-col
pre | post | pre | post | pre | post
Pico Especies Quimicas EE (eV) 55,6 | 18,7| 56,0/ 33,1| 57,6| 30,2
1 |C-H,CC 284,6+0,2 | 20,7| 8,9| 16,3| 16,6| 18,7| 16,8
2 | CH)N, CH,0 286,0+0,1 | 17,5| 89| 22,6| 9,7| 219| 7,6
3 |0=C-N 287,9+0,1 | 16,2 58| 14,7| 6,2| 14,7| 5,2
4 | COOH, NH-C(=NH)-NH, 289,0+0,1 1,1 3,3 2,4 0,7 2,2 0,6

Lo anterior sumado al hecho de que parte del carbono también es atribuido a
contaminacién, no nos permite realizar una ratio entre los porcentajes de los
subpicos detectados, y por lo tanto fue posible determinar a través del estudio del
carbono, sobre cual superficie quedo mas colageno inmovilizado después del
tratamiento. No obstante, es importante resaltar que a pesar de la reduccion de
todos los porcentajes sobre todas las superficies, los picos ubicados a 288 y 289 eV
no desaparecieron después del tratamiento, confirmando la presencia de colageno

sobre la superficie.

Sin embargo al analizar los porcentajes generales del Cls de la Tabla 3.5, después
del tratamiento de estabilidad (post) se observé un mayor porcentaje de C1s sobre
las muestras silanizadas que sobre las activadas, tanto en el grupo de plasma (PL-
CP-co0l=38,9 y PL-GP-col= 34,2 > PL-col= 29,0%) como en el de pirafia (PH-CP-
col=33,1 y PH-GP-col= 30,1 > PH-col= 18,7%). A su vez los porcentajes fueron
mayores sobre el grupo de muestras tratado con plasma. Comparando los dos tipos
de silanos, aunque las diferencias no son estadisticamente significativas, el
porcentaje de C después del tratamiento (post) es mayor en las muestras
silanizadas con CPTES (PL-CP y PH-CP).
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En cuanto al pico de oxigeno (O1s), después del tratamiento (post) el porcentaje
general de éste aumenta sobre todas las muestras (Tabla 3.5), posiblemente
porque al desprenderse el colageno pueden quedar al descubierto especies
quimicas que contienen oxigenos como los 6xidos metalicos, los grupos hidroxilo
generados sobre la superficie y los silanos enlazados a la superficie metalica (Ti-O-

Siy Si-0-Si).
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Figura 3.17: Espectro de alta resolucién del O1s, obtenidos sobre las muestras con coldgeno
inmovilizado antes (pre) y después (post) del tratamiento de estabilidad. (a, b y c) Muestras
previamente tratadas con plasma (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col). (d, e y f) Muestras
previamente tratadas con piraiia (PH-col, PH-CP-col y PH-GP-col).
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Tabla 3.8: Porcentaje atémico de las especies quimicas que conforman el espectro de alta
resolucién del O1s.

a) Muestras previamente tratadas con plasma.

01s PL-col PL-CP-col PL-GP-col
pre | pos | pre | pos | pre | pos
Pico | Especies Quimicas EE (eV) 29,1 | 449 | 26,2 | 34,0 | 28,7 | 40,8
1 |0* 530| 13,6 29,3| 12,8| 30,6| 17,0| 45,0
2 |COOH/ (OH) 531| 69,2| 56,3| 40,1| 39,1 | 44,5| 37,3
3 |0=C-N/ (H,0 6 Ti-O-Si) 532| 17,3| 14,4| 43,6| 26,9| 350]| 16,0
a C=0 533,9 3,5 3,5
- Si-O-Si - 533 3,4 1,7
b) Muestras previamente tratadas con pirana.
0 1s PH-col PH-CP-col PH-GP-col
pre | pos | pre | pos | pre | pos
Pico Especies Quimicas EE (eV) 26,2| 47,6| 25,6| 41,0| 25,2| 43,1
1 |0” 530 12,4| 64,9| 17,2| 52,6| 13,1| 61,3
2 | COOH/ (OH) 531 61,8| 27,1| 43,7| 189| 56,2| 14,7
3 |0=C-N/(H,0 6 Ti-O-Si) |532 25,7 8,0| 36,6| 259 27,7| 21,6
a c=0 533,9 2,6 3,0
- Si-O-Si - 533 2,5 2,4

En los espectros de alta resolucién del O1s (Figura 3.17 a -f y Tablas 3.8 a y b) se
observd que los picos varian de forma diferente y en cantidades diferentes
dependiendo del tratamiento de activacion previo (PL 6 PH) y del silano utilizado
(CP 6 GP). En todos los espectros previo al tratamiento de estabilidad (pre), se
observo que la intensidad de los picos correspondientes al 6xido de titanio
(~530eV) es baja, probablemente debido a la presencia del colageno que actua de
pantalla, como se observé en el apartado 3.4.4. Después de someter las muestras al
tratamiento de estabilidad (post), se observé sobre todas las muestras un aumento
de este pico y una disminucién en el pico 2 (COOH - 531eV) (Tabla 3.8 ay b), lo que
indica un desprendimiento de parte de coldgeno que se encontraba fisisorbido y
dejando al descubierto los 6xidos y los grupos OH- presentes en las superficies,
respectivamente. El pico 3 (532 eV) también disminuyo sobre todas las superficies,
indicando desprendimiento del colageno. Sin embargo, este pico es atribuido a
diferentes especies dependiendo del tratamiento realizado sobre la superficie

antes de la inmovilizacion del colageno. Por una parte, en las muestras activadas
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(PL-col y PH-col) este pico esta relacionado con la superposicion de la sefial del
enlace 0=C-N sobre la sefial de H20 que habia antes en la superficie. Por el
contrario en el caso de las muestras silanizadas, este pico esta relacionado con la
superposicion del mismo enlace (0=C-N) pero sobre la sefial del silano enlazado a
la superficie del metal (Si-O-Ti). Por lo tanto no podemos comparar ratios de
disminucién entre muestras activadas y silanizadas, pero si podemos hacer una

comparacion entre PL y PH y entre CP y GP.

En las Tablas 3.9 a y b se muestran las ratios realizadas de los cambios observados
en los porcentajes de cada uno de los subpicos que conforman el espectro del O1s
antes (pre) y después (post) del tratamiento de estabilidad. El calculo de la ratio
del pico 4 ubicado 533,9 eV antes del tratamiento no se realizo, ya que este pico no
s6lo cambié en porcentaje, si no que se desplazé cerca a 533,3 eV, indicando que
parte de la especie carbonilo (C=0) se desprendi6 dejando a la vista parte de los

silanoles (Si-0-Si).37

Tabla 3.9: Ratios de los porcentajes de las especies quimicas que conforman el espectro de
alta resolucion del O1s.

a) Muestras previamente tratadas con plasma.

Pico | EE (eV) Ratios PL-col PL-CP-col | PL-GP-col
1 530 0% post / O” pre 2,2 2,4 2,6
2 531 COOH pre / COOH post 1,2 1,0 1,2
3 532 0O=C-N pre / O=C-N post | -------------- 1,6 2,2

b) Muestras previamente tratadas con pirana.

Pico | EE (eV) Ratios PH-col PH-CP-col | PH-GP-col
1 530 O” post / 0* pre 5,2 3,1 4,7
2 531 COOH pre / COOH post 2,3 2,3 3,8
3 532 0O=C-N pre / O=C-N post | --------------- 1,3 1,4

Al comparar los grupos de muestras se observd que, en las muestras previamente
tratadas con pirafia (PH-col, PH-CP-col y PH-GP-col) los valores de las ratios de los
picos 1 y 2 son mucho mayores que en las muestras de plasma (PL-CP y PL-GP),
indicando que sobre el grupo previamente tratado con pirafa hay un mayor
desprendimiento de colageno fisisorbido. Al comparar sélo los dos tratamientos de
activacion (PL-col y PH-col), se observo que la ratio del pico 1 y el pico 2 son
mucho mayores sobre las muestras de PH-col. Esto puede deberse a que sobre las

140



INMOVILIZACION DE COLAGENO SOBRE LAS SUPERFICIES DE TITANIO MODIFICADAS

muestras de pirafia al haber menos grupos OH- y una alta cantidad de superficie
oxidada (como se observo en el apartado 2.4.1. d y e del capitulo 2), la interaccién
entre el colageno y esta superficie se dio en mayor medida con los 6xidos. Ademas,
en el caso de las muestras de PL-col se observé que el pico 2 disminuyé poco
(Tabla 3.8 a), indicando que parte del colageno sigue adherido sobre la superficie a
través de la interaccion con los grupos OH-. Finalmente en el caso de las muestras
previamente tratadas con pirafia y silanizadas (PH-CP-col y PH-GP-col), el aumento
del de las ratios de los picos 1 y 2 es mucho mayor que en las muestras de plasma
(PL-CP-col y PL-GP-col), indicando que sobre las previamente tratadas con pirafia
hay mas parte del colageno fisisorbido antes del tratamiento y por lo tanto éste se
desprende en mayor cantidad. A su vez, esto puede ser debido a que sobre las
muestras previamente tratadas con pirafia, se observé menos silanos adheridos
que sobre las muestras tratadas previamente con plasma (apartado 2.4.2 c del

capitulo 2), lo que también influye en la estabilidad del colageno inmovilizado.

Al comparar el efecto de los silanos, se observd que las ratios de los 3 picos son
menores sobre las muestras silanizadas con CPTES que con GPTES, tanto sobre el
grupo previamente tratado con plasma como con pirafa, indicando una mayor
estabilidad del coldgeno sobre las muestras silanizadas con CPTES. Este resultado
no concuerda con lo observado en los resultados de estabilidad por fluorescencia,
donde se observo una estabilidad muy similar en todas las superficies silanizadas.
Sin embargo, los datos obtenidos por XPS tienen una mayor fiabilidad al tratarse
de una técnica semicuantitativa que se realiza directamente sobre las superficies.
Por el contrario, la fluorescencia es una forma indirecta de medir la cantidad de
colageno a través de un fluoroforo que se adhiere al colageno. Ademas, es posible
que debido a los aglomerados que presentan una mayor fluorescencia, parte de la

fluorescencia de capas que estén por debajo no sea registrada.

Como se observoé en los resultados de XPS y del complejo de zinc del capitulo 2
(apartado 2.4.1 d y e) el proceso de activaciéon con plasma genera mayor cantidad
de OH-, lo que puede explicar la mayor estabilidad del colageno sobre estas
muestras, en comparacion con el proceso de activacioén por pirafia. Por otra parte,

sobre las muestras tratadas con plasma se enlazaron mas moléculas de silano,
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aumentando los posibles sitios de enlace con el colageno. De la misma manera, las
muestras silanizadas con GPTES tanto previamente tratadas con plasma como con
pirafa (PL-GP y PH-GP) mostraron menor porcentaje de silicio en comparacion
con las silanizadas con CPTES (PL-CP y PH-CP) (apartado 2.4.2 c). Ademas, existe la
posibilidad de que el GPTES se haya hidrolizado durante la inmovilizaciéon del

colageno, disminuyendo la estabilidad.

En resumen, estos resultados coinciden con los observados en las imagenes
obtenidas del andlisis de estabilidad mediante microscopia de fluorescencia.
Ambos andlisis coinciden en que el colageno es mds estable sobre las muestras
tratadas con pirafa y silanizadas (PH-CP-col y PH-GP-col) que sobre la muestras
solo activadas con pirafia (PH-col). En el caso de las muestras previamente
tratadas con plasma, el resultado observado por XPS, confirman que lo observado
en el apartado anterior sobre las muestras de PL-col, era debido a que nos
encontrabamos en el limite de deteccion de la fluorescencia, y por lo tanto
podemos confirmar que el coladgeno es mas estable sobre las muestras silanizadas
(PL-CP-col y PL-GP-col) que sobre la muestra solo activada con plasma (PL-col).
Estos resultados demuestran que después del tratamiento sigue habiendo
colageno sobre todas las superficies pero en mayor cantidad sobre las superficies

silanizadas y por lo tanto se puede hablar de un enlace mas estable.

3.5 CONCLUSIONES
Del estudio de la inmovilizacion del colageno sobre las diferentes superficies

estudiadas se puede concluir que:

1) El colageno fue inmovilizado satisfactoriamente sobre las superficies de
titanio mediante el método de biofuncionalizacién propuesto. La inmovilizacion de
la molécula se logré tanto mediante fisisorcién como mediante el uso de silanos. La
presencia del colageno sobre las diferentes superficies se confirmé a través de los

estudios de microscopia de fluorescencia, ToF SIMS y XPS.
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2) A través de los estudios de microscopia de fluorescencia se observé que
la rugosidad generada sobre el grupo de muestras tratado con pirafia aumento la
cantidad de colageno en comparacion con la observada sobre el grupo de muestras
tratado con plasma. Sin embargo en los resultados de XPS no se observaron
diferencias significativas entre los porcentajes obtenidos de los picos de Ti, N, Cy O
para cada muestra, y por lo tanto no se pudo determinar sobre cual de las
superficies habia mas cantidad de colageno. Finalmente el estudio de OWLS
determino una mayor cantidad de colageno inmovilizado sobre las muestras de PL-
CP-col seguido por las muestras de PL-GP-col y una menor cantidad sobre las

muestras solo tratadas con plasma (PL-col).

3) Debido a que los valores de los porcentajes atomicos de los elementos
obtenidos en el analisis de XPS presentaron una baja dispersion, se puede concluir
que se obtuvo una capa continua de coldgeno sobre todas las superficies de titanio
modificadas. Dicha capa es continua, pero no es homogénea ya que en los analisis

de fluorescencia se observaron zonas con aglomeraciones de colageno.

4) Los tratamientos previos a la silanizacién generan grupos hidroxilo y
una capa de 6xido que influyen en la cantidad de silano inmovilizado y por lo tanto
en la cantidad de proteina adherida. En este caso, el tratamiento de plasma
presenta un comportamiento mas 6ptimo en cuanto a cantidad de silanos sobre la

superficie y por lo tanto mejora la estabilidad de la proteina.

5) Los analisis de microscopia optica por fluorescencia y XPS realizados
antes y después de someter las muestras a tratamientos de estabilidad
permitieron determinar que la inmovilizacién del colageno se mejora en mayor
medida mediante la silanizacidon de las superficies de titanio, ya que sobre estas
superficies hay una mayor cantidad inicial de coldgeno inmovilizado y hay una
menor pérdida del colageno cuando se compara con las muestras donde el

colageno esta fisisorbido.
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6) En los estudios de estabilidad del colageno inmovilizado, se confirmoé
que, aunque las diferencias son pequefias, la estabilidad del colageno es mayor

sobre las muestras silanizadas con CPTES que con GPTES.

3.6 REFERENCIAS

1. Gullberg D, Gehisen KR, Turner DC, et al. Analiysis of a1f1, a2f31 and a3f1
integrins in cell-collagen interactions: identification of conformation dependent
alB1 binding sites in collagen type I. EMBO Journal. 1992;11(11):3865 - 3873.

2. Knight CG, Morton LF, Peachey AR, et al. Recognize the Same Specific Amino Acid
Sequence, GFOGER, in Native (Triple-helical) Collagens. Biochemistry.
2000;275(1):35-40.

3. Yamamoto, M., Yamato, M., Aoyagi, M., Yamamoto K. Identification of integrins
involved in cell adhesion to native and denatured type I collagens and the
phenotypic transition of rabbit arterial smooth muscle cells. Experimental Cell
Research. 1995;219:249 - 256.

4. Shekaran A, Garcia AJ. Nanoscale engineering of extracellular matrix-mimetic
bioadhesive surfaces and implants for tissue engineering. Biochimica et Biophysica
Acta.2011;1810(3):350-60.

5. Chen C, Zhang S-M, Lee I-S. Immobilizing Bioactive Molecules onto Titanium
Implants to Improve Osseointegration. Surface and Coatings Technology. 2012.

6. Schreiber F. Structure and growth of self-assembling monolayers. Progress in
Surface Science. 2000;65(5-8):151-257.

7. Schliephake H, Scharnweber D. Chemical and biological functionalization of
titanium for dental implants. Journal of Materials Chemistry. 2008;18(21):2404.

8. lucci G, Battocchio C, Dettin M, Ghezzo F, Polzonetti G. An XPS study on the
covalent immobilization of adhesion peptides on a glass surface. Solid State
Sciences. 2010;12(11):1861-1865.

9. Costa F, Carvalho IF, Montelaro RC, Gomes P, Martins MCL. Covalent
immobilization of antimicrobial peptides (AMPs) onto biomaterial surfaces. Acta
biomaterialia. 2011;7(4):1431-40.

10. Herrero ], Fernandez P, Turnay ], et al. Influence of different chemical cross-
linking treatments on the properties of bovine pericardium and collagen. In Vivo.
1999;20:539-545.

144



INMOVILIZACION DE COLAGENO SOBRE LAS SUPERFICIES DE TITANIO MODIFICADAS

11. Voroés J. The density and refractive index of adsorbing protein layers.
Biophysical journal. 2004;87(1):553-61.

12. Highberber JH. The Isoelectric Point of Collagen. 1938;852(1924):1938-1939.

13. Rechendorff K. The influence of surface roughness on protein adsorption PhD
Thesis. Department of Physics and Astronomy and Interdisciplinary Nanoscience
Center. University of Aarhus, Dinamarca. 2006;(February).

14. Song W, Chen H. Protein adsorption on materials surfaces with nano-
topography. Chinese Science Bulletin. 2007;52(23):3169-3173.

15. Adamczak M, Scistowska-Czarnecka A, Genet M]J, Dupont-Gillain CC, Pamuta E.
Surface characterization, collagen adsorption and cell behaviour on poly(L-lactide-
co-glycolide). Acta of Bioengineering and Biomechanics. 2011;13(3):63-75.

16. Rechendorff K, Hovgaard MB, Foss M, Zhdanov VP, Besenbacher F.
Enhancement of protein adsorption induced by surface roughness. Langmuir: the
ACS journal of surfaces and colloids. 2006;22(26):10885-8.

17. Dufréne YF, Marchal TG, Rouxhet PG. Influence of Substratum Surface
Properties on the Organization of Adsorbed Collagen Films: In Situ
Characterization by Atomic Force Microscopy. 1999;(22):2871-2878.

18. Denis FA, Hanarp P, Sutherland DS, et al. Protein Adsorption on Model Surfaces
with Controlled Nanotopography and Chemistry. Langmuir. 2002;18:819-828.

19. Ying P, Jin G, Tao Z. Competitive adsorption of collagen and bovine serum
albumin—effect of the surface wettability. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces.
2004;33(3-4):259-263.

20. Sethuraman A, Han M, Kane RS, Belfort G. Effect of surface wettability on the
adhesion of proteins. Langmuir: the ACS journal of surfaces and colloids.
2004;20(18):7779-88.

21. Bagno A, Piovan A, Dettin M, et al. Human osteoblast-like cell adhesion on
titanium substrates covalently functionalized with synthetic peptides. Bone.
2007;40(3):693-9.

22. Miiller R, Abke J, Schnell E, et al. Influence of surface pretreatment of titanium-
and cobalt-based biomaterials on covalent immobilization of fibrillar collagen.
Biomaterials. 2006;27(22):4059-68.

23. Sargeant TD, Rao MS, Koh C-Y, Stupp SI. Covalent functionalization of NiTi

surfaces with bioactive peptide amphiphile nanofibers. Biomaterials.
2008;29(8):1085-98.

145



CAPITULO 3

24. Middleton CA, Pendegrass C]J, Gordon D, Jacob ], Blunn GW. Fibronectin
silanized titanium alloy: A bioinductive and durable coating to enhance fibroblast
attachment in vitro. 2007.

25. Llopis-Hernandez V, Rico P, Ballester-Beltran ], Moratal D, Salmerén-Sanchez
M. Role of surface chemistry in protein remodeling at the cell-material interface.
PloS one. 2011;6(5):e19610.

26. Elliott JT, Woodward JT, Umarji A, Mei Y, Tona A. The effect of surface
chemistry on the formation of thin films of native fibrillar collagen. Biomaterials.
2007;28(4):576-85.

27. Keselowsky BG, Collard DM, Garcia AJ. Surface chemistry modulates fibronectin
conformation and directs integrin binding and specificity to control cell adhesion.
Journal of biomedical materials research. Part A. 2003;66(2):247-59.

28. Ege SN. Organic Chemistry. Structure and Reactivity. 4th ed. (Stratton R, Warne
S, eds.). Boston - New York: Houghton Mifflin Company; 1999.

29. Tidwell CD, Castner DG, Golledge SL, et al. Static time-of-flight secondary ion
mass spectrometry and x-ray photoelectron spectroscopy characterization of

adsorbed albumin and fibronectin films. Surface and Interface Analysis.
2001;31(8):724-733.

30. Dambach S, Fartmann M, Kriegeskotte C, et al. ToF-SIMS and laser-SNMS
analysis of apatite formation in extracellular protein matrix of osteoblastsin vitro.
Surface and Interface Analysis. 2004;36(8):711-715.

31. Mantus D, Ratner B, Carlson B, Moulder ]. Static secondary ion mass
spectrometry of adsorbed proteins. Analytical chemistry. 1993;65(10):1431-8.

32. Wagner M, Castner D. Analysis of adsorbed proteins by static time-of-flight
secondary ion mass spectrometry. Applied Surface Science. 2004;231-232:366-376.

33. Sevilla P, Godoy M, Salvagni E, Rodriguez D, Gil F]. Biofunctionalization of
titanium surfaces for osseintegration process improvement. Journal of Physics:
Conference Series. 2010;252:0120009.

34. Deligianni D, Katsala N, Ladas S, et al. Effect of surface roughness of the
titanium alloy Ti-6Al-4V on human bone marrow cell response and on protein
adsorption. Biomaterials. 2001;22(11):1241-51.

35. Tsiourvas D, Tsetsekou A, Arkas M, Diplas S, Mastrogianni E. Covalent
attachment of a bioactive hyperbranched polymeric layer to titanium surface for
the biomimetic growth of calcium phosphates. Journal of Materials Science:
Materials in Medicine. 2011;22(1):85-96.

146



INMOVILIZACION DE COLAGENO SOBRE LAS SUPERFICIES DE TITANIO MODIFICADAS

36. Xiao S], Textor M, Spencer ND, et al. Immobilization of the cell-adhesive peptide
Arg-Gly-Asp-Cys (RGDC) on titanium surfaces by covalent chemical attachment.
Journal of materials science. Materials in medicine. 1997;8(12):867-72.

37. Wang Y-Y, Liu L-X, Shi J-C, et al. Introducing RGD peptides on PHBV films
through PEG-containing cross-linkers to improve the biocompatibility.
Biomacromolecules. 2011;12(3):551-9.

38. Iucci G, Dettin M, Battocchio C, et al. Novel immobilizations of an adhesion
peptide on the TiO2 surface: An XPS investigation. Materials Science and
Engineering: C. 2007;27(5-8):1201-1206.

39. Viornery C, Chevolot Y, Léonard D, et al. Surface Modification of Titanium with
Phosphonic Acid To Improve Bone Bonding: Characterization by XPS and ToF-
SIMS. Langmuir. 2002;18(7):2582-2589.

40. Kingshott P, McArthur S, Thissen H, Castner DG, Griesser HJ. Ultrasensitive
probing of the protein resistance of PEG surfaces by secondary ion mass
spectrometry. Biomaterials. 2002;23(24):4775-85.

41. Mani G, Feldman MD, Oh S, Agrawal CM. Surface modification of cobalt-
chromium-tungsten-nickel alloy using octadecyltrichlorosilanes. Applied Surface
Science. 2009;255(11):5961-5970.

42. Morra M, Cassinelli C, Cascardo G, et al. Surface engineering of titanium by
collagen immobilization. Surface characterization and in vitro and in vivo studies.
Biomaterials. 2003;24(25):4639-4654.

43. Morra M. Biochemical modification of titanium surfaces: peptides and ECM
proteins. European cells & materials. 2006;12:1-15.

44. Pisarek M, Roguska A, Andrzejczuk M, et al. Effect of two-step functionalization
of Ti by chemical processes on protein adsorption. Applied Surface Science.
2011;257(19):8196-8204.

45. Xiao §], Textor M, Spencer ND, Sigrist H. Covalent attachment of cell-adhesive,
(Arg-Gly-Asp)-containing  peptides to  titanium  surfaces. @ Langmuir.
1998;14(19):5507-5516.

46. Dupont-Gillain CC, Pamula E, Denis F a, et al. Controlling the supramolecular
organisation of adsorbed collagen layers. Journal of materials science. Materials in
medicine. 2004;15(4):347-53.

47.De Cupere VM, ] VW, Rouxhet PG. Nanoscale organization of collagen and mixed
collagen-pluronic adsorbed layers. Langmuir. 2003;19:6957 - 6967.

48. Pamula E, De Cupere V, Dufréne YF, Rouxhet PG. Nanoscale organization of

adsorbed collagen: Influence of substrate hydrophobicity and adsorption time.
Journal of Colloid and Interface Science. 2004;271(1):80-91.

147



CAPITULO 3

148



INFLUENCIA DEL COLAGENO INMOVILIZADO SOBRE LA RESPUESTA DE CELULAS FIBROBLASTICAS

4

INFLUENCIA DEL COLAGENO INMOVILIZADO
SOBRE LA RESPUESTA DE FIBROBLASTOS

4.1 INTRODUCCION

En las ultimas décadas los estudios referentes a la integracién de los implantes
dentales con los tejidos circundantes se han centrado principalmente en la mejora
de la osteointegracion.! Dentro de estos estudios el efecto que posee el colageno
tipo I inmovilizado sobre superficies de titanio se han centrado en la respuesta de
células osteoblasticas,!-> pero es poco lo que se ha probado en cuanto al

comportamiento de los demas tipos de células.>-7

Sin embargo, la formacion y la unién del tejido conectivo de la encia alrededor del
cuello del implante, denominado como sellado bioldgico, también es un factor
determinante para evitar el paso de bacterias y gérmenes a través de la interfaz
implante-tejido, lo cual previene el posterior aflojamiento del implante debido a la
interaccion de las bacterias con los tejidos 6seos que rodean al implante.8 La

rapidez con la que se den los procesos de recuperacion de los tejidos blandos
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alrededor del implante, también es un factor determinante para disminuir el riesgo
de fallo.?10 Es aqui donde las células fibroblasticas juegan un papel relevante ya
que son las células mas abundantes (65%) en los tejidos que se encuentran en la
encia, cuya funcidn principal es sintetizar diversos tipos de fibras del tejido
conectivo entre ellas el colageno tipo I, que son las que actian como agentes
ligantes entre la encia y el cuello del diente,!! y en nuestro caso particular entre la

encia y el cuello del implante.

Es bien sabido que la matriz extracelular es quien brinda el soporte necesario a las
células para que puedan adherirse, comunicarse entre ellas e interactuar.
Diferentes estudios han indicado que el colageno de tipo I promueve la adhesion
de las células del tipo fibroblasto, al poseer secuencias GFOGER (glicina-
fenilalanina-hidroxiprolina-glicina-glutamato-arginina), las cuales son
reconocidas principalmente por las integrinas alf31 y o231 presentes en los
fibroblastos -proteinas que actiian como receptores de las células y que participan
en la union de las células con la matriz extracelular-.12-1¢ En base a lo anterior, en
este estudio se busca favorecer la respuesta de las células fibroblasticas, mediante
la inmovilizacién de colageno tipo I sobre la superficie del titanio y asi mejorar y/o

acelerar la union de los tejidos de la encia al implante.

Después de la colocaciéon de un implante dental, tiene lugar un proceso de
cicatrizacion, que en los tejidos blandos esta ligado a la respuesta de las células
fibroblasticas. En este proceso, los fibroblastos son reclutados en el sitio de la
herida y se activan a un estado transitorio, dando lugar a los llamados
miofibroblastos. Una vez activados, los miofibroblastos expresan el gen alfa actina
de musculo liso (a-SMA), un marcador caracteristico de las células de musculo liso
que confiere contractilidad al citoesqueleto, y sintetizan y remodelan la matriz
extracelular (MEC) hasta que resuelven la herida.17.18 El nivel de activacion de los
fibroblastos puede ser determinado a través de la deteccién y cuantificacidon de la

expresion del gen a-SMA (a-smooth muscle actin).

Ademas, se pueden cuantificar otros marcadores relacionados con la expresiéon de

genes asociados a la sintesis y secreciéon de moléculas de la MEC, dentro de las que
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se incluyen el colageno y la fibronectinal® o marcadores de genes relacionados con
las metaloproteinasas (MMPs), que son unas encimas secretadas por los
fibroblastos activados para llevar a cabo el proceso de remodelacién de la MEC.2021
Las MMPs son sintetizadas en una forma latente llamada pro-MMP. Estas
proenzimas inactivas son secretadas en el espacio extracelular donde se activan y
reconocen secuencias especificas de proteinas de la MEC.%22 Las MMPs se dividen
en varios grupos, entre los cuales estan: las gelatinasas (MMP2 y MMP9) que
degradan gelatinas y colageno, asi como estromelisinas (MMP3 y MMP7) que
digieren una amplia gama de sustratos tales como colageno, proteoglicanos,
laminina, gelatinas, y la fibronectina.? En este estudio se seleccionaron las MMP2,
MMP3 y la MMP9, porque se consideran marcadores de la activacién de los

fibroblastos.

La finalidad de este capitulo es estudiar el efecto del coldgeno inmovilizado sobre
el titanio, sobre los procesos de adhesion, proliferacién y activacion de los
fibroblastos. Los analisis realizados se centraron en comparar el efecto de la
cantidad de colageno adherido y de las caracteristicas fisicas de la superficie como
la rugosidad, la hidrofobicidad y la composicién quimica, sobre la eficiencia con la
que se dan los procesos de adhesion, proliferacidn, activacién y secreciéon de
componentes de la MEC, asi como la secrecion de encimas remodeladoras de dicha

matriz.

4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivo general
El objetivo general de este capitulo es evaluar la respuesta celular in vitro de
fibroblastos dérmicos humanos sobre superficies de titanio recubiertas con

colageno tipo I.

4.2.2 Objetivos especificos
Este objetivo general se concreta en una serie de objetivos especificos que se

describen a continuacion:
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1. Analizar la adhesion de los fibroblastos, a través de la cuantificacién del

numero y el area de las células adheridas.

2. Analizar la proliferacion de los fibroblastos sobre las diferentes

superficies.

3. Cuantificar la expresion génica de marcadores de activacidn, sintesis y
remodelacion fibroblastica, para determinar el grado de activacién de las

células.

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Preparacion de las muestras

Cada muestra se prepar6 de acuerdo a los protocolos de activacion, silanizaciéon e
inmovilizacién de proteina descritos en los capitulos anteriores. El resumen de las
muestras evaluadas en todos los ensayos se muestra en la Tabla 4.1. Se prepararon
triplicados de cada condicion. Las muestras control se describirdn en cada uno de

los apartados correspondientes.

Tabla 4.1: Nomenclatura y descripcion de las muestras utilizadas en los ensayos celulares

Nomenclatura | Descripcion de la muestra

PL Ti tratado con plasma de oxigeno

PL-col Colageno fisisorbido sobre PL

PL-CP PL seguido por silanizacién con CPTES
PL-CP-col Colageno adherido covalentemente sobre PL-CP
PL-GP PL seguido por silanizacién con GPTES
PL-GP-col Colageno adherido covalentemente sobre PL-GP
PH Ti tratado con H2S04:H;0-

PH-col Colageno fisisorbido sobre PH

PH-CP PH seguido por silanizaciéon con CPTES
PH-CP-col Colageno adherido covalentemente sobre PH-CP
PH-GP PH seguido por silanizacién con GPTES
PH-GP-col Colageno adherido covalentemente sobre PH-GP

Antes de realizar los cultivos celulares, las muestras fueron sumergidas durante 30

minutos en una solucién de fosfato salino (PBS) con un 1% de albumina de suero
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bovino (BSA) (PBS-BSA1%). Con este procedimiento se busca adsorber la
albumina en las areas de la superficie que no estan recubiertas por colageno y de
esta forma impedir la adsorcién no especifica de proteinas presentes en el medio
de cultivo?? y asegurar que la respuesta de las células sea sélo debida al colageno
presente sobre las superficies.?# Una vez transcurridos los 30 minutos, las
muestras se sumergieron en etanol al 70% durante 10 minutos a temperatura

ambiente, con el fin de esterilizarlas.2> Finalmente se realizaron 3 lavados con PBS.

4.3.2 Fibroblasto dérmicos humanos (HDF)

Para los ensayos in vitro realizados sobre las diferentes superficies de titanio
modificadas, se utilizaron fibroblastos dérmicos humanos primarios (HDF),
proporcionados por PromoCell (Heidelberg, Alemania). En todos los experimentos

se usaron células entre los pases 4 y 6.

Tabla 4.2: Medio de cultivo utilizado en los cultivos celulares.

Producto Casa Comercial |Concentracion
DMEM GlutaMAX piruvato 95%
Penicilina/Estreptomicina Invitrogen 1%
L-glutamina 1%

El medio de cultivo utilizado en todos los experimentos es el descrito en la Tabla
4.2. En el momento de sembrar las células sobre las superficies de estudio, el
medio se preparo sin suero (FBS) para evitar que la respuesta celular fuese debida
a las proteinas presentes en él y asegurarnos que sélo responden al colageno
inmovilizado sobre dichas superficies. Después de transcurridas 4 horas de cultivo
para todos los ensayos, se cambid el medio de cultivo suplementado con 5% de

FBS (Fetal Bovine Serum, Invitrogen).

4.3.3 Cultivo celular

Para descongelar y expandir las células, éstas fueron resuspendidas en medio de
cultivo suplementado con FBS durante 4 dias en una atmésfera estéril con un 5%
CO2 y 95% de humedad a 37°C. Una vez expandidas, las células en subconfluencia
fueron tripsinizadas mediante TrypLE (Invitrogen), centrifugadas y resuspendidas

en medio de cultivo sin suero.
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Para todos los ensayos, las muestras de titanio se colocaron dentro de una placa de
cultivo de 48 pocillos. Sobre cada muestra se afladieron 500ul de medio sin suero
(FBS) con la concentracién de células requerida para cada tipo de ensayo. La
incubacion se realiz6 en atmosfera estéril con 5% CO2 y 95% de humedad a 37°C.
La concentracion celular y los tiempos de incubacién para cada tipo de ensayo se

detallaran en los apartados correspondientes.

4.3.4 Estudio de adhesion celular

Para el ensayo de adhesion se utilizo6 como control titanio puro pulido y sometido
al tratamiento de limpieza descrito en el apartado 2.3.1 (Ti), preincubado con FBS
durante 16 horas (Ti-FBS), bloqueado con BSA durante 30 minutos, esterilizado
con etanol y lavado con PBS. Las muestras estudio son las descritas en el apartado

4.3.1. Se prepararon triplicados de cada condicién.

Las células se sembraron directamente sobre las diferentes superficies de titanio
modificadas (con y sin coldgeno) y sobre la muestra control, en una concentracién
de 25,5 x 103 células/cm?, con medio sin suero y un tiempo de incubacién de 4
horas. Una vez transcurridas las 4 horas de incubacién de las células sobre las
muestras, se retiré el medio y con él se extrajeron las células no adheridas a la
superficie del material, y se lavaron las muestras con PBS. Finalmente, se afiadi6

nuevamente PBS para mantener las células en un ambiente liquido.

Para evaluar la morfologia, el nimero y el area de las células adheridas, éstas se
tifieron con marcadores fluorescentes. Se retir6 el PBS de las células y se fijaron las
células, anadiendo a cada muestra paraformaldheido (Sima-Aldrich, Madrid-Spain)
diluido previamente en PBS al 4%, dejandolo actuar durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS/Gly
20nM (solucion de lavado). Las células se permeabilizaron afiadiendo Triton-X100
(Sigma-Aldrich, Madrid-Spain) diluido previamente en PBS al 0,1%, que se dejé
actuar durante 15 minutos. Se realizaron lavados con la solucién de lavado. Se
afiadié 1 ml de BSA-PBS/Gly- al 1% (0,1 g de BSA en 10 ml de PBS/Gly) sobre cada
muestra, y se dejé actuar durante 60 minutos. Se realizaron lavados con la solucién

de lavado. Como anticuerpo primario se utilizé Mouse Anti-human vinculin
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(Invitrogen) en una solucién 1:100 en BSA -PBS/Gly 1%, que se dejé actuar
durante 60 minutos a 37°C. Se realizaron lavados con la solucién de lavado. Se
prepar6 una solucidn 1:200 de TRITC-Faloidina (Invitrogen) en PBS/Gly 20nM. A
esta solucion se le agrego el volumen necesario de anticuerpo secundario (Alexa-
Fluor 488 - Goat Anti-mouse IgGs, Invitrogen) para obtener una concentracion
1:200. Esta mezcla se dej6 actuar sobre las muestras durante 60 minutos a 37°C. Se
realizaron lavados con la solucion de lavado. Se afiadié una solucién 1:100 de DAPI
en PBS/Gly, y se dej6 actuar durante 2 minutos, evitando el contacto con la luz.

Finalmente se afiadi6 PBS/Gly para mantener las células en un ambiente liquido.

Para obtener las imagenes de las células, se utilizé un microscopio laser confocal
de barrido (CLSM, Leica TCS SP5). Las imagenes obtenidas fueron analizadas a
través del software Image ] (Versidon 1.410, National Institute of Health, Bethesda,
MD, USA), mediante el cual se realizé una cuantificacién del nimero de células

adheridas y se realiz6 un analisis del grado de extensién de las células.

4.3.5 Analisis de proliferacion celular

Para este ensayo se usd como control titanio puro, pulido y sometido al
tratamiento de limpieza (Ti) sin ningln tipo de recubrimiento, esterilizado con
etanol y lavado con PBS. Las muestras evaluadas fueron las descritas en la Tabla
4.1, excepto aquellas que no fueron biofuncionalizadas con colageno. Las muestras
fueron sumergidas durante 30 minutos en BSA, antes del cultivo (excepto la
muestra de Ti). Se prepararon triplicados de cada uno de los tipos de superficies

descritos.

Se sembraron 3,2 x 103 células/cm?2. En el proceso de adhesién inicial, las células se
sembraron con medio sin suero y se dejaron en incubacién durante 4 horas. Una
vez transcurridas 4 horas, se retiré el medio sin suero, eliminando las células no
adheridas y se afiadié medio con suero. El medio de cultivo se cambi6 cada dos

dias. Los tiempos de evaluacion fueron 1, 3y 7 dias.

Para medir el nivel de proliferacion de los fibroblastos sobre cada una de las
diferentes superficies de titanio una vez transcurrido el tiempo a evaluar, se

cuantificé la cantidad de células mediante un analisis colorimétrico usando el “Kit
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de deteccién de LDH” (Roche Applied Science) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

El Lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima presente en todas las células, la
cual reduce el exceso de NAD+ en NADH y produce la oxidacién de lactato a
piruvato. El kit lleva lactato, NADH y sales de tetrazolio. A partir del LDH se da una
reacciéon de oxido-reduccién en la cual las sales de tetrazolio se reducen a

formazan (Figura 4.1).
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Lactato NADH

Figura 4.1: Mecanismo de la reaccion de oxido reduccion que se da entre el LDH con el
lactato de sodio y con las sales de tetrazolio.

Para que se dé la reaccion las células deben ser sometidas a un tratamiento de
“lisis” mediante el cual se rompe la membrana celular y se libera el LDH. El
formazan obtenido de la reaccién emite color y por lo tanto se puede cuantificar
mediante una medida de espectrofotometria de absorbancia a una longitud de

onda de 490 nm.

En nuestro caso, se llevdo a cabo una lisis de las células adheridas sobre las
muestras, permitiendo asi hacer una cuantificacion de la cantidad de células,
relacionandolas con la intensidad de la absorbancia obtenida mediante el uso del
kit. La cuantificacion se hizo a partir de una recta patrén, con el fin de obtener una
grafica de concentracion (2, 5, 10, 15, 20, 30, y 40 X 103 células) en funcion de la

absorbancia.

Para obtener las medidas de absorbancia del LDH, se retir6 de cada muestra el
medio de cultivo. Se realizaron 3 lavados con PBS para eliminar los residuos de
medio y las células muertas. Para lisar las células, se afiadié6 M-PER sobre cada uno

de los pocillos con las muestras y se pusieron a -80°C. Las muestras se
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descongelaron, y se extrajeron 100ul de sobrenadante de cada pocillo, que se
traspasé a una placa de 96 pocillos donde se realiz6 posteriormente la medida de

absorbancia.

Aparte se prepar6 una mezcla de catalizador (mezcla diaforasa/NAD+) con tinte
(lactato de sodio y de INT), en una proporciéon de 1:45. En cada uno de los pocillos
que contiene los 100ul de células en M-PER, se afiadieron 100pl de esta mezcla y se
dejo actuar durante 15 minutos, a temperatura ambiente y protegiendo las
muestras de la luz. Se afiadieron 50ul de la solucién que detiene la reaccion.
Finalmente, se realiz6 la mediciéon de absorbancia a una longitud de onda de

490nm.

4.3.6 Estudio de expresion génica

Para este ensayo se us0 como control titanio puro, pulido y sometido al
tratamiento de limpieza (Ti) sin ningin tipo de recubrimiento, esterilizado con
etanol y lavado con PBS. Las muestras evaluadas fueron las descritas en la Tabla
4.1, excepto aquellas que no fueron biofuncionalizadas con colageno. Las muestras
fueron sumergidas durante 30 minutos en BSA, antes del cultivo (excepto la
muestra de Ti). Se prepararon triplicados de cada uno de los tipos de superficies

descritos.

Se sembraron 6,4 x 103 células/cm?2. En el proceso de adhesion inicial, las células se
sembraron con medio sin suero y se dejaron en incubacidon durante 4 horas. Una
vez transcurridas 4 horas, se retiré el medio sin suero, eliminando las células no
adheridas y se afiadié medio con suero. El medio de cultivo se cambié cada dos

dias. Los tiempos de evaluacion fueron 4, 24 y 72 horas.

Para analizar el grado de activacion de las células se evalu6 la expresion génica de
un grupo de genes implicados en la activacién de los fibroblastos, mediante el
método de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (real time-PCR).
Esta técnica permite amplificar los productos del DNA complementario obtenido
de la retrotranscripcion del mRNA y de esta manera cuantificar la expresion de

genes.
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Después de cada tiempo de cultivo, el RNA de las células fue extraido mediante el
uso del “Mini Kit RNeasy®"” (Qiagen Hilden, Germany) siguiendo las instrucciones
del fabricante. EI RNA total fue cuantificado usando un espectrofotometro
(NanoDrop Technologies, Montchanin, DE, USA). Se tomaron 100 ng de RNA para
retranscribirlo en DNA copia (cDNA) usando el “Kit QuantiTect de Transcripcion
Reversible” (Qiagen). El producto obtenido de cDNA se diluy6 y us6 para realizar la
RT-PCR. Los cebadores (primers) usados fueron escogidos basandonos en la
informacién documentada en Guillem-Marti et al, 2012,21 donde se amplifican
algunos genes especificos para adhesion, sintesis y remodelacién de la matriz

extracelular. La descripcién de cada uno de ellos se encuentra en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3: Secuencias de DNA de los “primers” utilizados en el estudio de RT-PCR para
cuantificar los genes seleccionados.

Funcion Simbolo . ‘o Tamaiio
Relativa del Gen Nombre del Gen Secuencia DNA (5°_3) amplicon

p fw: AGAGCTACGAGCTGCCTGAC
Control ACTB | Actina, beta 114
enddgeno rv: CGTGGATGCCACAGGACT
Marcador - ACTAZ Actina, alfa2, musculo | fw: CTGTTCCAGCCATCCTTCAT 70
Miofibroblasto liso, aorta (a-SMA) rv: TCATGATGCTGTTGTAGGTGGT

fw: AGGTCCCCCTGGAAAGAA
Componente | -4 121 | colageno tipo I, al 96
de MEC rv: AATCCTCGAGCACCCTGA
fw: GAACTATGATGCCGACCAGAA
Componente | gy | Bibronectina 1 67
de MEC rv: GGTTGTGCAGATTTCCTCGT
Remodelador Metalopeptidasa 2 fw: CGGTTTTCTCGAATCCATGA
MMP?2 . 76

de MEC (gelatinasa A) rv: GGTATCCATCGCCATGCT
Remodelador Metalopepqdasa 3 fw: GCAAGGACCTCGTTTTCATT
de MEC MMP3 | (estromelisina 1, 81

progelatinasa) rv: CTCTTGGGTATCCAGCTCGT
Remodelador Metalopeptidasa 9 fw: GAACCAATCTCACCGACAGG

MMP9 . 67

de MEC (gelatinasa B) rv: GCCACCCGAGTGTAACCATA

Todas las muestras fueron normalizadas usando como referencia (control
endogeno) los niveles de expresion del gen (-actina (ACTB). Los analisis de RT-
PCR fueron realizados usando el “Kit QuantiTect SYBR Green” (Qiagen) en el
equipo Step One Plus-Real Time PCR System (Applied Biosystems). La expresion
relativa (ER) de cada gen se calcul6 respecto a la respuesta sobre la muestra de Ti
después de 4 horas (Ecuacion 4.1):26

ER=(E

gen diana ACg Blanco (Tidh—super ficie) JK{[E

l. - g - e I T - s
TE'_.FQTQTL(:Q _|:l'..‘E_. erncia Ll idfi—super) .E.E_]

Ecuacion 4.1
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Donde Cq es el valor medio para el ciclo de cuantificacidn para el triplicado de cada
muestra y E es la Eficiencia de amplificacion la cual se determina a partir de la

pendiente de la porcién logaritmica-linear de la curva de calibracién donde E= 100

1/pendiente] 27

4.4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.4.1 Adhesion celular

En la Figura 4.2 se muestran las imagenes de fluorescencia de los fibroblastos
adheridos sobre las diferentes superficies de titanio estudiadas, después de un
tiempo de incubaciéon de 4 horas. En estas imagenes se muestra la tincién del
citoesqueleto de actina en rojo y de los nucleos en azul. En las Figuras 4.3 y 4.4 se
muestra la cuantificaciéon del area y el nimero de dichas células. Un proceso de
adhesion celular exitoso es seguido por el proceso de extensidn de las células, en el
cual las células reorganizan su citoesqueleto resultando en un estiramiento de la
célula.?8 En la Figura 4.2 se observa que tanto el numero, como el area de las
células adheridas fue mucho mayor sobre las muestras recubiertas con colageno
que sin colageno. Asi mismo, el nimero de células es mayor sobre las muestras
recubiertas con colageno que sobre las muestras control de Ti-FBS. Sin embargo el

area de las células en ambos casos es muy similar.

Al analizar sélo las superficies sin colageno, se observé que tanto el nimero de
células fue casi nulo, sobre las muestras silanizadas con CPTES en comparacion con
las muestras de GPTES y las activadas con plasma y pirafia, sugiriendo que las
superficies silanizadas con CPTES presentan un grado de citotoxicidad. Esto puede
ser debido a que el CPTES posee como grupo funcional un Cl el cual es toxico para
las células. Por el contrario el anillo epdxido del GPTES y los grupos OH- generados
con el plasma y el pirafia no son téxicos para las células. La baja adhesién celular
en el caso de las superficies silanizadas con CPTES (sin colageno) representa una
ventaja, ya que nos permite identificar el efecto positivo del colageno sobre las

células después de que éste es inmovilizado sobre la superficie.
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PL-CP-col PL-GP-col

PH-CP
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Ti-FBS

Figura 4.2: Imdgenes de tincion fluorescente (citoesqueleto de actina en rojo y niicleos en

azul) de los fibroblasto cultivados sobre las distintas muestras después de 4 horas de
incubacidn. Imdgenes obtenidas a 20 aumentos. La barra de escala es la misma para todas
las imdgenes.
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i sin colageno

H con colageno

Figura 4.3: Area de las células adheridas a 4horas de incubacién. Las barras de error
corresponden al error estdndar. Las muestras que comparten letra, no tienen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 4.4: Numero de células adheridas a 4horas de incubacion. Las barras de error
corresponden al error estdndar. Las muestras que comparten letra, no tienen diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).

En las imagenes de la fluorescencia de la faloidina conjugada enlazada al
citoesqueleto de actina (rojo) de los fibroblastos adheridos sobre las superficies
(Figura 4.2), se observaron numerosas fibras de actina en las células cultivadas
sobre muestras biofuncionalizadas con colageno, indicando una mejor extension

de las células después de las 4 horas de cultivo. Por el contrario, las células sobre
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las muestras que no tenian colageno, tenian una forma circular. Estos resultados
son consistentes con la cuantificacion del area de las células que se muestran en la
Figura 4.3. Sin embargo, no se observaron diferencias muy marcadas en cuanto al
grado de extension de las células adheridas sobre las distintas superficies
recubiertas con colageno. Al analizar las muestras previamente tratadas con
plasma, se observd que hay diferencias significativas entre las 3 muestras (PL-col,
PL-CP-col, PL-GP-col). Se observd que el tamafio de las células fue mayor en la
muestra de PL-col que en las silanizadas, y que entre las silanizadas, es mayor en el
caso de la muestra de PL-CP-col que para PL-GP-col. Al analizar s6lo las muestras
tratadas previamente con pirana (Figura 4.3), se observé que no hay diferencias

significativas entre ellas en cuanto al drea de las células.

A pesar de que hay diferencias en cuanto a la cantidad de coldgeno adherido sobre
cada una de las superficies y en cuanto a la rugosidad observada sobre el grupo de
muestras tratado con plasma (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col) y el de pirafia (PH-col,
PH-CP-col y PH-GP-col), parece ser que estos aspectos no tienen una gran
influencia sobre la extensién de las células. Hay estudios que han demostrado que
las moléculas adoptan una conformacién diferente dependiendo de la quimica de
la superficie y esto a su vez puede influir en la respuesta celular.29-31 Es probable
que en nuestro caso el colageno este adoptando una conformacién diferente sobre

cada una de las superficies.

En la Figura 4.4, se observa que el nimero de células sobre las superficies
biofuncionalizadas con colageno es significativamente mayor que sobre las
superficies sin recubrimiento de colageno, y también es mayor comparada con la
muestra control de titanio puro precondicionada con FBS. En estudios previos se
ha demostrado que la rapida respuesta de los fibroblastos sobre muestras con
recubrimientos de colageno tipo I, es debida al reconocimiento de las secuencias
GFOGER presentes en el colageno a través de sus integrinas al1 y a2f1 y no a las
secuencias RGD, debido a que en la estructura del coldgeno en forma de triple
hélice estas secuencias no son accesibles para las células. Para que las secuencias
RGD queden expuestas, es necesario que el colageno se encuentre gelatinizado o

desnaturalizado, es decir que haya perdido su conformacién en triple hélice.212-15
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Por otra parte, ademas de la presencia de coldgeno inmovilizado sobre las
superficies, hay otros parametros que pueden influir en la respuesta de las células,
como es el caso de la rugosidad.32-3* Como se ha mencionado a lo largo de este
trabajo las muestras tratadas previamente con pirafa tienen una rugosidad mucho
mayor (Ra = 144,47nm) comparada con la de las muestras previamente tratadas
con plasma (Ra = 17,96 nm). En la Figura 4.4 se observa que el nimero de células
es significativamente mayor sobre el grupo de muestras previamente tratadas con
plasma (PL, PL-CP y PL-GP) que sobre el previamente tratado con pirafia (PH, PH-

CP y PH-GP), tanto si tienen o no colageno sobre su superficie.

Estos resultados concuerdan con estudios previos en los que otros autores
comparan muestras de titanio lisas con muestras con cambios a nivel
nanotopografico, encontrando una mayor afinidad de los fibroblastos por
superficies lisas.3>3¢ Takamori et al., estudiaron el efecto de la rugosidad en la
adhesion de fibroblastos sembrados sobre poliestireno (Ra= 0.09 pm), titanio c.p.
(Ra = 0.88 um) y zirconia ceramica (Ra = 30.93 um), observando que la adhesién
era mejor sobre la muestra con menor rugosidad.3” Zhao et al. compararon la
adhesion de fibroblastos en muestras lisas y rugosas de Ti c.p. y de Ti-6Al-4V y
para ambos casos encontraron un mayor numero de células adheridas sobre las

muestras lisas.38

En el caso de las muestras previamente tratadas con plasma, al comparar el efecto
de cada uno los silanos, a pesar de que se observd una cantidad de colageno
diferente sobre cada una de las muestras silanizadas (apartado 3.4.5, capitulo 3),
no se observaron diferencias significativas en cuanto al numero de células
adheridas. Como se discuti6 en los analisis del area de las células, puede ser que el
colageno este adoptando una conformacion diferente dependiendo del silano

utilizado.

En resumen se puede decir que:
e La adhesion celular fue mejor sobre muestras biofuncionalizadas con
colageno que sobre el titanio precondicionado con FBS, en concordancia

con otros estudios similares en los cuales se comprob6 que el colageno
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estimula la adhesidon celular sobre varios materiales.383% En todas las
superficies biofuncionalizadas con colageno aumento el area de extension
celular, siendo la muestra PL-col la que presentdé una mayor extension de

las células.

e El nimero de fibroblastos adheridos en las superficies biofuncionalizadas
con colageno, fue superior en superficies lisas tratadas con plasma (PL-col,
PL-CP-col, PL-GP-col) que en superficies rugosas obtenidas tras el
tratamiento de pirafia (PH-col, PH-CP-col y PH-GP-col). La misma tendencia
se observo en las superficies activadas y/o silanizadas en ausencia de

colageno.

e La cantidad de colageno adherido no influyé en la cantidad de células
adheridas ni en su grado de extension, cuando se compararon superficies
activadas con silanizadas o cuando se compararon los dos silanos (CPTES y
GPTES), con lo cual se deben contemplar otros factores como por ejemplo
la conformacidn de la proteina sobre dichas superficies o la rugosidad de la

superficie.

4.4.2 Proliferacion celular

En la Figura 4.5 se muestran los resultados de cuantificacion de la proliferacion
celular mediante el método de deteccion de LDH. Ninguna de las superficies
presento citotoxicidad, ya que las células proliferaron con el paso del tiempo. Por
otro lado, en cada uno de los tiempos de incubacidn, la proliferacion celular sobre
las muestras biofuncionalizadas con colageno fue mayor que en la muestra control
de titanio puro, con lo que podemos asegurar que este recubrimiento mejora la
respuesta celular. En general los fibroblastos sembrados sobre las muestras con
colageno inmovilizado sobre su superficie mostraron curvas de proliferaciéon

similares durante los tiempos analizados.

Después del primer dia de cultivo, se observé una baja cantidad de células
presentes sobre las muestras, menor que la cantidad de células que se sembraron

(5000 células/cm?). Sobre las muestras de titanio puro sin ningin recubrimiento
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(Ti) s6lo se cuantificaron 500 cel/cm?. Después del tercer dia, se observo que sobre
casi todas las muestras el nimero de células se duplicé, excepto sobre la muestra
de PH-col, donde el niimero de células aumenté en menor cantidad. Después de 7
dias de incubacion, se observd una alta proliferacion en todas las muestras
biofuncionalizadas con colageno en comparacion con la muestra control de titanio
puro (Ti), lo que indica que el colageno es reconocido por las células, promoviendo

los procesos de proliferacion celular.2-412-16,42,43
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Figura 4.5: Numero de células/cm? cuantificado a través del método de deteccion de LDH, en
cada una de las muestras biofuncionalizadas con coldgeno, a 1, 3y 7 dias de cultivo. Las
muestras que comparten letra, no tienen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Al comparar los efectos de los procesos previos de activacion y silanizacion sobre
la proliferaciéon de los fibroblastos, se observé que después del dia 7 las muestras
con tratamientos previos de pirafia (PH-col, PH-CP-col y PH-GP-col) presentaron
una mayor cantidad de células que las muestras con tratamientos previos de
plasma (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col), a pesar de que sobre las previamente
tratadas con pirafia se adhirieron menos células en tiempos cortos, como se
observo en los resultados de adhesion (4.4.1). Pero una buena extension celular si
es un prerrequisito para que se inicien los proceso de proliferacién y activaciéon
celular,*44> por lo cual todas las muestras presentaron una buena proliferacién.
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Los procesos de proliferacién y diferenciacion celular son inversos, es decir,
cuando las células se encuentran en un estado de proliferacion es poco el grado de
diferenciacidon que pueden presentar, y viceversa. En el caso de los fibroblastos, al
tratarse de células ya diferenciadas, una baja tasa de proliferacion puede ser
consecuencia del inicio de activacién celular, en el cual la célula comienza a
secretar MEC y a reorganizar dicha matriz, con el fin de ir construyendo tejido
alrededor del implante.#041 Estas posibles causas se discutirdn mas adelante al

analizar los resultados de expresion génica.

4.4.3 Expresion génica

En las Figuras 4.6 a 4.10, se muestran los resultados del andlisis de expresién
génica (RT-qPCR) de los genes o-SMA (marcador de activaciéon de los
miofibroblastos), colageno I a1 (collA1) y fibronectina 1 (FN) (componentes de la
MEC) y MMP3 y MMP2 (enzimas remodeladoras la MEC) expresados por los
fibroblastos sembrados sobre cada una de las superficies de titanio
biofuncionalizadas con colageno, en tiempos de cultivo de 4, 24 y 72 horas. Los
resultados fueron normalizados respecto a los niveles de expresion del gen
endégeno de referencia -actina y son representados como la Expresion Relativa
(ER) respecto a las células sembradas sobre la muestra de titanio puro sin ningiin

recubrimiento (Ti) a 4 horas de cultivo (como se explicé el apartado 4.3.6).

La tendencia general observada fue que en el grupo de las superficies pretratadas
con plasma (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col) hubo una sobreexpresion y un avance
de los genes relacionados con la activacion de los fibroblastos (a-SMA) (Figura 4.6)
y con los genes relacionados con la secrecion de colageno I al (Figura 4.7) y
fibronectina (Figura 4.8), en concordancia con la mayor adhesion de las células
sobre las superficies lisas de plasma (Figura 4.4 y 4.5). Asi, mientras en las
muestras no tratadas (Ti) o en las tratadas con pirafia (PH-col, PH-CP-col y PH-GP-
col), el maximo en la expresidon génica de estos tres genes se observo a las 24
horas, en las muestras pretratadas con plasma la expresion de estos genes se
anticipé a las 4 horas, siendo ademas mas intensa. La expresion de estos genes a 4
horas fue casi nula sobre las muestras previamente tratadas con pirafia en

comparacién con la muestra de titanio sin ninglin recubrimiento (Ti), confirmando
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nuevamente el efecto negativo de la rugosidad sobre la activacion de los

fibroblastos.
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Figura 4.6: Andlisis de la expresion del gen marcador de miofibroblastos

a-SMA (alpha

smooth muscle actin). Todas las muestras tienen diferencias estadisticamente significativas

en cada tiempo (p<0,05).
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Figura 4.7: Andlisis de la expresion del gen de secrecién de Coldgeno I a 1(componente de
la matriz extracelular). Todas las muestras tienen diferencias estadisticamente significativas

en cada tiempo (p<0,05).
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Figura 4.8: Andlisis de la expresién del gen de secrecién de Fibronectina (componente de la
matriz extracelular). Todas las muestras tienen diferencias estadisticamente significativas en
cada tiempo (p<0,05).

Por otra parte, en las muestras tratadas con plasma se observaron diferencias
significativas entre los distintos modos de inmovilizar el colageno. Para los tres
genes de activacion estudiados (a-SMA, col [ al y FN) se observo que la muestra de
PL-CP-col present6 una mayor expresion en comparacion con la muestra de PL-GP-
col y también con la muestra con el colageno fisisorbido (PL-col). Esto puede estar
relacionado con la mayor cantidad de colageno inmovilizado sobre esta superficie.
Por otra parte, la quimica de las tres superficies es totalmente diferente. Es sabido
que la quimica de la superficie puede influir en la conformacion de las moléculas, y
por lo tanto influir en los aminoacidos que puedan quedar expuestos para
interactuar con las células.#6-48 Ademas la interaccion del colageno con la
superficie de PL-col, es a través de los grupos OH-, los cuales son enlaces de

caracter mas débil que los generados con los silanos.16:42:49-52

Algunos autores han descrito que después del proceso de resolucién (curacion) de
una herida, la forma activada de los fibroblastos (miofibroblastos) va
desapareciendo, principalmente a través de vias de apoptosis inducidas por la

carga mecanica de la MEC reconstruida.>3 La disminucién de la expresion de estos
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genes con el tiempo (a-SMA, col I al y FN) sobre todas las muestras, puede ser un
indicativo de la desaparicidn de la forma activada de los fibroblastos, lo cual indica
que no se ha producido una inflamacién crénica. Adicionalmente, es bueno que la
expresion génica del col I al disminuya con el tiempo, ya que se ha establecido que
una produccion excesiva de colageno es caracteristica de trastornos fibréticos de
varios tejidos.>*56 En cuanto a la expresion del gen de la FN, éste esta
estrechamente relacionado con la activacion de lo fibroblastos a través de la
expresion del gen a-SMA y suceden al mismo tiempo.>” Por lo tanto, su expresiéon
es indicativa de un exitoso proceso de adhesién. La sobrexpresiéon de FN en las
células presentes sobre las muestras pretratadas con plasma concuerda con la
mayor cantidad de células adheridas a las 4 horas (Figura 4.4), en comparacién con

las pretratadas con pirafia o con el titanio sin tratar (Ti).

Otra manera de analizar el nivel de activacién de los fibroblastos es a través de la
expresion de algunos genes correspondientes a las MMPs. En las Figuras 4.9 y 4.10,
se muestran los resultados del analisis expresién génica de dos de las encimas
remodeladoras de la MEC: MMP2 y MMP3. Por otro lado no se obtuvo una cantidad
suficiente de la expresidon génica de la MMP9, por lo cual no se presentan los
resultados. Se ha demostrado en estudios celulares de diferentes tipos de
fibroblastos, que la MMP9 es la metaloproteasa que menos se expresa.? Ademas, la
expresion de la MMP9 esta relacionada con procesos inflamatorios,>8 lo cual podria
generar un aflojamiento posterior del implante, por lo tanto es positivo no detectar

expresion de este gen.

El proceso de remodelacion de la MEC suele tener lugar después del proceso de
deposicion de componentes de la matriz extracelular, por lo tanto en principio
seria de esperar que la expresion génica ligada a las MMPs fuera posterior a la de
las proteinas de la MEC. Sin embargo, sobre las muestras previamente tratadas con
plasma (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col), se observé que los genes MMP2 y MMP3 se
sobreexpresaron desde las 4 horas de cultivo, (Figuras 4.9 y 4.10), con valores de
Expresién Relativa cercanos a 10 en ambos genes. Esto puede ser debido a que las
células responden al colageno que se encuentra previamente inmovilizado sobre

estas muestras. A pesar de que sobre las muestras de pirafia (PH-col, PH-CP-col y
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PH-GP-col) también habia colageno inmovilizado antes de realizar los cultivos
celulares, la expresion génica de las MMPs fue casi nula, incluso menor que la

observada sobre la muestra de Ti.
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Figura 4.9: Andlisis de la expresion del gen de secrecion de las encima remodeladora de la
matriz extracelular MMPZ2 (Gelatinasa A). Todas las muestras tienen diferencias
estadisticamente significativas en cada tiempo (p<0,05).
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Figura 4.10: Andlisis de la expresion del gen de secrecién de las encima remodeladora de la
matriz extracelular MMP3 (estromelisina 1, progelatinasa). Todas las muestras tienen
diferencias estadisticamente significativas en cada tiempo (p<0,05).
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En el caso del gen relativo a la metaloproteasa MMP2 (Figura 4.9), sobre las
muestras previamente tratadas con plasma (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col) se
observé una disminucién de la sobreexpresion del gen con el paso del tiempo (24 y
72 horas). En el caso de las muestras previamente tratadas con pirafia (PH-col, PH-
CP-col y PH-GP-col), se observd que este gen se expresd a partir de 24 horas de
cultivo. Sin embargo, los niveles de expresion siguen siendo menor que los
observados sobre las muestras de plasma a 4 horas, indicando que la rugosidad de
la superficie sigue afectando la respuesta de las células. Finalmente, la expresiéon
de este gen comenz6 a disminuir también sobre las muestras de pirafia y Ti con el

paso del tiempo, pero después de 72 horas.

En cuanto a la expresion del gen MMP3 (Figura 4.10), se observé un aumento
drastico de la sobreexpresién sobre todas las muestras (excepto Ti) a las 24 horas,
en comparaciéon con los niveles observados a 4 horas de cultivo. Finalmente, se
observd que los niveles de expresion de este gen disminuyeron después de 72

horas de cultivo, igual que se observo con las MMP2.

La expresion de las MMPs confirma que las células han entrado en un estado de
remodelacion de la matriz, lo cual puede conllevar a la remodelacién de tejido.>? 18
Ademas, se ha establecido que la activacion de las MMPs es necesaria en la etapa
final de remodelacion de los tejidos, proceso denominado resolucion, para

prevenir la fibrosis.6°

Por otro lado, algunos autores han determinado que un exceso de expresion de los
genes relacionados con secrecion de MMPs, puede ser indicativa de un proceso
negativo de remodelacion excesiva que da lugar a una degradacidn excesiva de la
MEC, lo cual pude derivar en la patologia de varias enfermedades inflamatorias,
degenerando en el aflojamiento y en la pérdida del implante.® 21 Por lo tanto, la
disminucién con el tiempo de la expresién de los genes relacionados con la
remodelacion de la MEC, es un factor que determina una adecuada respuesta por
parte de los fibroblastos sembrados sobre las muestras con coldgeno inmovilizado

sobre su superficie.
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4.5 CONCLUSIONES

Adhesion celular:

1) Atiempos cortos (4 horas) las células de tipo fibroblasto se adhirieron en
mayor cantidad sobre superficies de titanio biofuncionalizadas con colageno (tanto
colageno fisisorbido como el enlazado por medio de silanos) que sobre superficies
sin colageno. El numero de fibroblastos adheridos fue mayor sobre las muestras
biofuncionalizadas previamente tratadas con plasma que con pirafia, lo que se

puede atribuir a la menor rugosidad de dichas superficies.

2) Las muestras silanizadas con CPTES sin coldgeno sobre su superficie,
generan una respuesta citotoxica sobre las células, disminuyendo notablemente el

numero de células adherido sobre estas superficies.

3) No se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al
numero de células adherido sobre el grupo de muestras tratado con plasma (PL-
col, PL-CP-col y PL-GP-col) a pesar de que hay diferencias en la cantidad de
colageno adherido sobre cada una de ellas. Por el contario en el caso de las
muestras previamente tratadas con pirafia, se observd un mayor numero de
células adheridas en las muestras silanizadas (PH-CP-col y PH-GP-col) que en las
muestras so6lo tratadas con pirafia (PH-col), coincidiendo con una mayor cantidad

de colageno inmovilizado sobre las primeras.

4) A pesar de que la cantidad de colageno inmovilizado era mayor en las
superficies silanizadas con CPTES (tanto en las muestras tratadas con plasma
como con pirafa), no se observaron diferencias significativas en la cantidad de
células adheridas sobre dichas muestras en comparacion con las silanizadas con

GPTES.

5) La extensiéon celular fue mayor en todas las superficies
biofuncionalizadas con colageno, siendo la muestra PL-col la que presenté una

mayor extension de las células. El grado de extension de las células no se vié
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fuertemente influenciado por la cantidad de colageno adherido sobre las

superficies, ni por la rugosidad generada con el tratamiento de pirafia.

Proliferacion celular:

1) Se observo proliferacion sobre todas las muestras biofuncionalizadas con
colageno, lo que indica que las superficies no son citotoxicas. A todos los tiempos
de incubacidn, todas las muestras biofuncionalizadas con coldgeno mostraron una

proliferacién celular mayor que las muestras control de titanio puro.

2) Después de 7 dias de incubacién, el nimero de células sobre las
muestras previamente tratadas con plasma (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col) fue
menor que el de las previamente tratadas con pirafia (PH-col, PH-CP-col y PH-GP-
col), a pesar de que inicialmente se adhirieron menor cantidad de células sobre las

muestras con pirana.

3) No se observaron diferencias significativas en la proliferacién de las

células sobre las muestras silanizadas con CPTES o con GPTES.

Expresion génica:

1) Se observé una sobreexpresion y una anticipacién de la expresion de los
genes de activacion (a-SMA) y de los genes asociados a la secrecion de collAl y FN
en las muestras que fueron previamente tratadas con plasma (PL-col, PL-CP-col y
PL-GP-col). El orden de mayor a menor de esta sobreexpresion y anticipacion fue

PL-CP-col > PL-col > PL-GP-col.

2) Se observd una sobreexpresiéon y una anticipaciéon de la expresion de la

MMP?2 en las muestras que fueron previamente tratadas con plasma.

3) Se observé una mayor expresion de las MMP3 a 4 horas en las muestras
que fueron previamente tratadas con plasma, y a 24 horas tanto en las tratadas con

plasma como con piraia.
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4) La disminucion con el tiempo de la expresion de los marcadores de
activacion de los fibroblastos (a-SMA), y de la secrecidon (coll Al y FN) y
remodelacion de la MEC (MMP2 y MMP3), sobre las superficies de titanio
biofuncionalizadas con colageno (especialmente las de plasma) sugiere que los

fibroblastos no permanecen en una etapa profibrotica.
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5

ESTUDIO DE LA CONFORMACION DEL
COLAGENO INMOVILIZADO.

EFECTO SOBRE LA RESPUESTA DE CELULAS
FIBROBLASTICAS

5.1 INTRODUCCION

Los resultados discutidos en los capitulos anteriores mostraron diferencias
significativas en la cantidad de colageno inmovilizado con los tratamientos previos
de activacion (PL y PH) y entre la fisisorcion y el enlace del colageno a través del
uso de los silanos. Ademas, fue poca la diferencia observada entre los dos silanos
(CPTES y GPTES). De igual manera en los estudios sobre el efecto a la respuesta de
los fibroblastos, se observaron diferencias entre los dos tratamientos previos de

activacion, pero no entre los dos tipos de silanos.

Las técnicas de caracterizacién utilizadas permitieron determinar la cantidad de
colageno inmovilizado sobre cada una de las diferentes superficies y su

estabilidad. Sin embargo no proporcionaron informaciéon directa sobre Ila
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distribucién espacial y conformacién del colageno tras su inmovilizacion. Por lo
tanto, se decidio realizar estudios de AFM para comparar la morfologia que adopta
el colageno sobre las diferentes superficies de titanio estudiadas, para poder
determinar de qué manera la quimica de cada uno de los silanos influye en la
forma en que el colageno interacciona con las superficies. Al mismo tiempo se
buscé evaluar como estas diferencias de conformacion y concentracidon del

colageno influyen en la respuesta celular.

Existen pocos métodos experimentales disponibles para estudiar la conformacion
de proteinas adsorbidas sobre superficies. EI AFM posee capacidad para ser
operado en ambientes diferentes (en aire o en liquido), lo que lo convierte en una
herramienta ideal para examinar muestras bioldgicas. En particular, diversas
proteinas inmovilizadas en distintas superficies han podido ser examinadas por
AFM, entre las que se incluye la albimina, la actina,! la laminina? la

inmunoglobulinas,3 la fibronectina,*> el fibrindgeno® y el colageno.”-2

Para realizar analisis de la conformacion de proteinas sobre superficies por AFM,
se necesitan unas condiciones especiales con el fin de generar imagenes adecuadas
en las que se pueda diferenciar la molécula adsorbida del sustrato. Una de ellas es
que el sustrato debe poseer una topografia muy lisa, ya que superficies con una
rugosidad del mismo orden de magnitud que la proteina adsorbida (~10 nm)
dificultan su visualizacion.2 Este capitulo se centra por tanto en las muestras
activadas con plasma, debido a que las muestras previamente tratadas con pirafia
presentan una rugosidad (Ra = 144 nm) que dificulta la visualizacion de la proteina

adsorbida.

Una vez obtenidos los resultados de la conformacién del colageno sobre las
distintas superficies, se realiz6 una cuantificacion de la cantidad de colageno
inmovilizado por medio de OWLS. Asimismo, se evalué la respuesta de células

fibroblasticas en las distintas superficies estudiadas.
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5.2 OBJETIVOS

5.2.1 Objetivo General

El objetivo general del presente capitulo es analizar la morfologia adoptada por el
colageno tipo 1 inmovilizado sobre superficies de titanio modificadas
quimicamente, y su efecto sobre la respuesta de células del tipo fibroblasto

dérmico humano.

5.2.2 Objetivos Especificos

Los objetivos especificos planteados para concretar el objetivo general son:

1. Caracterizar las muestras de titanio biofuncionalizadas por medio de analisis
por AFM con el fin de evaluar la distribucién y la conformacién del colageno
inmovilizado sobre las diferentes superficies de titanio modificadas.

Especificamente se busca:

a) Comparar la morfologia del colageno fisisorbido y el colageno

inmovilizado a través de los silanos.

b) Comparar el efecto de dos tipos de organosilanos sobre la conformacion
y distribucion del colageno:

CPTES: 3-Cloropropiltrietoxisilano

GPTES: 3-Glicidiloxipropil (dimetoxi) metilsilano

c) Analizar el efecto de la variacion de la concentracidn de la solucién de
colageno sobre su conformacidn y distribucion en las diferentes superficies
de titanio estudiadas.

2. Cuantificar la cantidad de colageno inmovilizado por medio de OWLS, sobre cada

una de las superficies estudiadas.

3. Evaluar la adhesion de fibroblastos sobre superficies de titanio
biofuncionalizadas, para analizar el efecto de los cambios de conformacién del

colageno inmovilizado sobre el comportamiento celular.
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5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Preparacion de las muestras

En este capitulo las muestras se activaron mediante el plasma de oxigeno. Las
muestras se prepararon siguiendo los pasos descritos en los apartados 2.3.2-a del
capitulo 2. La silanizacién de las muestras activadas con plasma se realiz6 tal y
como se describié en el apartado 2.3.3. Las muestras tratadas con plasma sin
recubrimiento de coldgeno (PL), al igual que las de titanio puro sin ningin

tratamiento (Ti) fueron usadas como control.

Tabla 5.1: Nomenclatura y descripcion de las muestras evaluadas en este capitulo.

Nomenclatura | Descripciéon de la muestra

Ti Titanio comercialmente puro, pulido

PL Ti tratado con plasma de oxigeno

PL-CP PL seguido por silanizaciéon con CPTES

PL-GP PL seguido por silanizaciéon con GPTES

PL-col colageno fisisorbido sobre PL

PL-CP-col colageno adherido covalentemente sobre PL-CP
PL-GP-col colageno adherido covalentemente sobre PL-GP

Para la inmovilizacién del colageno sobre las superficies antes descritas, este se
preparé tal y como se describe en el apartado 3.3.1. Se prepararon soluciones con
diferentes concentraciones de colageno, manteniendo el mismo pH (pH=6). El
tiempo de inmovilizacion del colageno sobre las superficies se redujo a 10 minutos,
ya que a tiempos mas largos de inmersion se generan multicapas de moléculas, que
dificultan la visualizacion por medio de AFM de la evolucién de la conformacién del
colageno sobre cada superficie, tal y como se ha observado en otros estudios de
adhesién de moléculas sobre otros tipo de superficies.21011 En la Tabla 5.1 se

muestran las distintas superficies evaluadas con los cédigos utilizados.

Se partié de concentraciones de colageno en solucién lo mas bajas posibles (2 a 5
ug/ml) y se fueron aumentando hasta obtener la concentracién minima a la cual se
podia visualizar al mismo tiempo el colageno y la superficie del metal. Al fijar el
tiempo e ir aumentando la concentracion, se puede evaluar de una manera mas
controlada la dinamica de adsorcién del colageno, que la que se obtiene fijando la

concentracion y variando el tiempo de adsorcion.? Finalmente, se aumentd tanto
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la concentracion de colageno como el tiempo de inmersion hasta 150ug/ml - 16
horas, para observar la conformaciéon del coldgeno cuando partimos de la

concentracion de colageno estudiada a lo largo de los capitulos 3 y 4 de esta tesis.

5.3.2 Métodos de Caracterizacion

a) Microscopia de fuerza atémica: AFM

Se us6 un AFM del tipo NanoScope III (Santa Barbara, CA, USA) operando en
modo de contacto intermitente (tapping mode) en aire, para analizar la evolucién
de la adsorcidén del coldgeno y la morfologia de la capa de molécula. Las puntas de
las micropalancas (cantilever) usadas fueron de Si de Veeco (Manchester, UK) con
una fuerza constante de 2,8N/m y una frecuencia de resonancia libre de 75 kHz. La
frecuencia de resonancia con que se hicieron las medidas fue de 5 a 10% menor
que la libre. La amplitud de punto de referencia (amplitude set-point) era de 0.650
V. La relacion entre la amplitud de punto de referencia y la amplitud libre (free
amplitude) se mantuvo igual a 0,7. Las imagenes de AFM fueron analizadas usando

el programa NanoScope - version 1.4 del 2010.

b) OWLS

Una vez obtenidas las concentraciones minimas a las cuales se podia
observar por medio de AFM el colageno inmovilizado sobre cada una de las
superficies de Ti estudiadas, se procedi6é a hacer un analisis de OWLS de dichas
concentraciones para evaluar la cantidad inmovilizada sobre dichas superficies.
También se analizaron las superficies después de ser sumergidas todas en una
solucion de colageno con una concentracion de 25 pg/ml. Estos anadlisis se

realizaron siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.3.3-e.

5.3.3 Estudio de adhesion celular

a) Cultivo Celular

Las muestras se sumergieron en PBS-BSA al 1% durante 30 minutos, para
bloquear la superficie. Se cultivaron fibroblastos dérmicos humanos (HDF), con
una concentracién de 13 x 103 células/cm?, sobre las muestras con medio sin suero
(DMEM, glutamina, penicilina sin FBS) y fueron incubadas durante 4 horas. La

adhesion celular fue evaluada por tinciéon por inmunofluorescencia.

183



CAPITULO 5

b) Inmunofluorescencia

Después de las 4 horas de cultivo, se retir6 el medio y se lavaron las
muestras con PBS para eliminar las células no adheridas. Las células fueron fijadas
con paraformaldehido en PBS al 1% durante 30 minutos a 4°C y se lavaron 3 veces
con PBS. Se permeabilizaron con “permeabilising buffer” durante 5 min a
temperatura ambiente (Ta); se bloquearon con DPBS/BSA 1% a Ta durante 30
minutos y se incubaron con el anticuerpo primario durante 1h en vaivén: para el
analisis de vinculina el anticuerpo primario fue antivinculina obtenida en ratén
(mouse anti-vinculin, SIGMA) 1:400 en DPBS/BSA 1% y para el andlisis de
fibronectina el anticuerpo primario fue antifibronectina obtenida en conejo (rabbit
anti-human fibronectin, SIGMA) 1:400 en DPBS/BSA 1%. Se hicieron 2 lavados con
DPBS/Tween 20, y se incubaron con el anticuerpo secundario contra ratén (Cy3 -
antimouse, red. Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.) y contra conejo (Cy3
- conjugated affini pure goat anti-rabbit IgG, red. Jackson Immuno Research
Laboratories, Inc.), junto con faloidina (Phallacidin - Bodipy® FL, green. Selectively
stains F-actin. Invitrogen) 1:100 durante 1h en vaivén. Se realizaron 3 lavados con
DPBS/Tween 20 y finalmente se realiz6 un montaje con DAPI (Vectashield®
Mounting Medium with DAPI). Las células fueron visualizadas y fotografiadas en
un microscopio de fluorescencia Nikon. Se tomaron como minimo 3 imagenes
representativas de cada condicion experimental, y para cada condicién se
prepararon triplicados. Las imagenes obtenidas fueron analizadas mediante el

software Image ] (Version 1.410, National Institute of Health, Bethesda, MD, USA).

5.4 RESULTADOS Y DISCUSION

5.4.1 Caracterizacion superficial

a) AFM

En la Figura 5.1 se muestra un conjunto de imagenes representativas
obtenidas por AFM tomadas a diferentes magnificaciones, de superficies de titanio
pulidas, activadas con plasma (PL) y silanizadas con CPTES y GPTES (PL-CP y PL-

GP). El aspecto general de las superficies es bastante regular a lo largo de las
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diferentes escalas analizadas (2um, 1pm y 500nm). S6lo se observaron sobre todas
las superficies, caracteristicas topograficas en forma de valles debidos a
deformaciones y/o arafazos producidos por el proceso de pulido del titanio (2 y
1pum) (Figura 5.1-a, b, d, e, g y h).13 Estos valles pueden ser considerados como
macro-rugosidades!#1> y por lo tanto no afectardn en la visualizaciéon de la
proteina. Por otra parte, aunque las muestras se limpiaron después de los proceso
de pulido y silanizacién, a 500 nm se observaron diminutas bolitas sobre las
muestras silanizadas (Figura 5.1-f y i, sefialadas con flechas), que podrian ser
atribuidas a la presencia del silano sobre la superficie, ya que éstas no se

observaron sobre la muestra de plasma (Figura 5.1-c).

PL

PL-CP

PL-GP

- 500nm
Figura 5.1: Imdgenes obtenidas por AFM a varias escalas de longitud (2, 1um y 500 nm), de
las superficies de titanio activadas por plasma (PL) (a, b y c) y silanizadas con CPTES (PL-
CP) (d, ey f) y con GPTES (PL-GP) (g, h y i), sin recubrimiento de coldgeno. Las flechas
sefialan lo que posiblemente pueda ser silano sobre las superficies, ya que sobre la muestra

i 1um 1

2um

de plasma no se observan.
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Una vez obtenidas las imagenes de las superficies, se procedio a realizar el analisis
de coémo cambia el aspecto de cada superficie una vez se realiza la inmovilizaciéon
del colageno a distintas concentraciones durante 10 minutos. En las Figuras 5.2,
5.3 y 5.4 se muestras las imagenes obtenidas de las superficies de PL, PL-CP y PL-
GP respectivamente, con diferentes concentraciones de colageno sobre su
superficie. Se debe encontrar la concentracion del coldgeno en solucion que
permita ver al mismo tiempo el colageno sobre la superficie y el metal, para
asegurar que lo que se observa en las imagenes de AFM corresponde a colageno

inmovilizado sobre la superficie.

10pg/ml

15pg/ml

20pg/ml

2um 1 lum 11 500nm

Figura 5.2: Imdgenes obtenidas por AFM a varias escalas de longitud (2, 1um y 500 nm), de
las superficies de plasma con coldgeno inmovilizado (PL-col) a concentraciones de 10 (a, b
yc)15(d ey f) y 20 (g hy i) ug/ml durante 10 minutos. Las flechas solidas sefialan
algunas de las fibrillas de coldgeno que se observan sobre la superficie. Las flechas
punteadas, sefialan una de las zonas donde se aprecia el sustrato sin recubrimiento.

En el caso de las muestras de PL-col (Figura 5.2), partiendo de una concentracién

de 10pg/ml (a, b y c), se observé que dicha concentracion era demasiado baja, ya
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que no se podia observar con claridad el colageno adsorbido. Al subir la
concentracion en solucién a 15pg/ml manteniendo el tiempo de inmersion de las
muestras en 10 minutos (d, e y f), comienza a verse el colageno en forma de
fibrillas muy delgadas entrecruzadas (flecha solida), pero se puede seguir viendo el
titanio (flecha punteada) (Figura 5.2-f). Cuando la concentracidn de la solucién de
colageno se subié a 20pg/ml se observd que el numero de fibrillas entrecruzadas
aumentd hasta tal punto que impidié la visualizacion de la superficie del metal

(Figura 5.2-1).

20pg/ml

30ug/ml

Figura 5.3: Imdgenes obtenidas por AFM a varias escalas de longitud (2, 1um y 500 nm), de
las superficies silanizadas con CPTES con coldgeno inmovilizado (PL-CP-col) a
concentraciones de 20 (a, by c), 25 (d, ey f) y 30 (g, h y i) ug/ml, durante 10 minutos. Las
flechas solidas sefialan algunas de las fibrillas de coldgeno que se observan sobre la
superficie. Las flechas punteadas, sefialan una de las zonas donde se aprecia el sustrato sin
recubrimiento.

Para las muestras de PL-CP-col, utilizando de una concentracién de colageno en
solucién de 10pg/ml no se pudo observar colageno sobre la superficie, igual que en

el caso de las muestras de PL-col. En este caso, la concentracion debié subirse
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hasta 25pg/ml para poder apreciar claramente la formaciéon de fibrillas de
colageno entrecruzadas tanto a 1um como a 500nm (flecha solida) y al mismo
tiempo poder observar la superficie del metal (flecha punteada) (Figura 5.3 e y f).
Al subir la concentracion hasta 30pug/ml, igual que en el caso de las muestras de
plasma, las fibrillas comienzan a ser mas marcadas pero comienza a dificultarse la

visualizacion del metal (Figura 5.3 hy i).

Figura 5.4: Imdgenes obtenidas por AFM a varias escalas de longitud (2, 1um y 500 nm), de
las superficies silanizadas con GPTES con coldgeno inmovilizado (PL-GP-col) a
concentraciones de 2.5 (a, by c), 5 (d, ey f) y 10 (g, h y i) ng/ml, durante 10 minutos. Las
flechas solidas sefialan algunos de los aglomerados de coldgeno que se observan sobre la
superficie. Las flechas punteadas, sefialan una de las zonas donde se aprecia el sustrato sin
recubrimiento.

En el caso de las muestras de PL-GP-col, contrariamente a lo observado en las otras
dos superficies, fue necesario bajar la concentracion de la solucion de colageno
para poder observar simultaneamente el colageno y la superficie del metal. A una

concentracion de 5pg/ml se pudo observar con claridad el titanio (flechas
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punteadas) y el colageno (flechas solidas), en este caso el colageno esta adsorbido
en forma de glébulos alargados (Figura 5.4-e y f). Por debajo de esta concentracion,
se dificulto la visualizacion del colageno (Figura 5.4-a, b y c), mientras que por
encima, el nimero de glébulos aumenté conectandose entre si, lo que provoco6 un
aumento en su espesor y longitud (flechas solidas) (Figura 5.4-i) llegando a cubrir
casi toda la superficie del metal (flecha punteada) (Figura 5.4-h). Una vez
analizadas diversas concentraciones (Figuras 5.2 a 5.4), se determin6 que las
concentraciones minimas para poder observar tanto el titanio como la
conformaciéon y distribucién del coldgeno adsorbido eran: 15pg/ml para las
muestras tratadas con plasma (PL), 25ug/ml para las muestras silanizadas con

CPTES (PL-CP) y 5pg/ml para las muestras silanizadas con GPTES (PL-GP).

PL-CP-col

PL-GP-col |

Figura 5.5: Imdgenes obtenidas por AFM a varias escalas de longitud (2, 1um y 500 nm), de
las superficies de plasma y silanizadas con CPTES y GPTES, con coldgeno inmovilizado (PL-
col, PL-CP-col y PL-GP-col) a una concentracién de 150ug/ml durante 16 horas. Las flechas
solidas sefialan algunas de las fibrillas (PL-col y PL-CP-col) o de los aglomerados (PL-GP-col)
de coldgeno que se observan sobre la superficie. Las flechas punteadas, sefialan una de las
zonas donde se aprecia el sustrato sin recubrimiento.
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Finalmente, en la Figura 5.5 se muestran las imagenes de la conformacion del
colageno cuando se parte de una solucion de colageno de 150pug/ml y un tiempo de
inmersion de 16 horas sobre todas los tipos de superficies estudiados, que son las
condiciones utilizadas en los estudios de los capitulos anteriores (capitulos 3 y 4).
Al aumentar la concentracion de la solucion de colageno y el tiempo de inmersién
de las muestras, en las muestras tratadas con plasma (PL-col) y en las silanizadas
con CPTES (PL-CP-col) se observd un incremento en la longitud y espesor de las
fibras (flechas solidas) (Figura 5.5 c y f) en comparacién con las fibras observadas
a menor concentracion (Figura 5.2-i y 5.3-i). En el caso de las muestras silanizadas

con GPTES (PL-GP-col) los glébulos se alargaron y entrecruzaron (Figura 5.5 i).

Partiendo de las concentraciones minimas necesarias para visualizar al mismo
tiempo el colageno sobre las superficies y el titanio, se observé que al ir
aumentando la concentracién de colageno en solucién (Figuras 5.2 a 5.4), la
superficie del metal se va recubriendo progresivamente hasta cubrir casi toda la
superficie, y al aumentar ain mas la concentracion hasta 150pg/ml, sigue
aumentando la adsorcidon de colageno dando lugar a la formacion de multiples
capas de cada una de las conformaciones observadas (flechas punteadas) (Figura

5.5).

En un estudio realizado por Yinli Li et. al., describieron que la morfologia que
adoptan el colageno tipo I fisisorbido sobre superficies de Tantalo, depende del
flujo hidrodindmico con el que se deposita la molécula sobre la superficie. En este
estudio observaron diferencias entre la inmovilizaciéon de la proteina con y sin
flujo, obteniendo una disposicion de las fibras en paralelo cuando la adsorcion se
realizaba en presencia de un flujo constante y por el contrario una disposicién de
las fibras en red en ausencia de flujo.1® En nuestro caso, el coldgeno se deposit6
sumergiendo la muestra en la solucién, por lo tanto la formacién del coldgeno en
forma de red sobre las muestras de PL-col y PL-CP-col, puede ser debido a la falta

de flujo hidrodindmico a la hora de preparar las muestras.

Aunque hay otros parametros que influyen en la conformaciéon que las proteinas

adopten sobre los sustratos, hemos observado que la hidrofobicidad es uno de los
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parametros que mas varia en nuestras superficies. Es importante recordar que la
hidrofobicidad a su vez se vid influenciada por los grupos funcionales presentes
sobre cada una de las superficie estudiadas, como se observo en los resultados de
angulo de contacto del capitulo 2 (Figura 2.15). A partir de valores intermedios de
hidrofobicidad, como es el caso de la superficie silanizada con GPTES (a.c = 55°,
Figura 2.15, capitulo 2), se observo que la interaccidon entre los dominios del
colageno y la superficie del sustrato mantiene a la proteina en una conformacién
globular, mientras que en superficies altamente hidrofilicas como la de PL (a.c = 0°,
Figura 2.15, capitulo 2) 6 altamente hidrofébicas como la de PL-CP (a.c = 80°,

Figura 2.15, capitulo 2) se forma una red entrecruzada de fibras de colageno.

En el caso de las muestras de PL-CP-col, las fibras entrecruzadas parecen estar
formadas a su vez por diminutos agregados globulares alargados, mientras que
sobre las muestras de PL-col las fibrillas no presentan estos agregados. Este efecto
ha sido descrito en otros estudios en los que se observaron los mismos agregados
globulares en las fibrillas de colageno tipo I cuando este fue inmovilizado sobre

superficies hidrofébicas en comparacion con superficies hidrofilicas.17-21

En el caso de las muestras silanizadas con GPTES, el coldgeno adopté una
conformacién en forma de agregados globulares, los cuales se van alargando con
una tendencia a recubrir toda la superficie al aumentar la concentracién. Un
comportamiento similar se obtuvo en otros estudios donde se evalu6 Ila
conformacion de proteinas como la fibronectina y el colageno tipo IV sobre
superficies en las que variaban la hidrofobicidad. En estos estudios se observé que
la conformacién de estas proteinas variaba de fibrilar sobre las superficies mas
hidrofébicas a agregados globulares sobre superficies con valores intermedios de

hidrofobicidad (a.c. # 50°).5.22.23

Por otro lado, en un estudio realizado por Adamczak et al., compararon la
inmovilizacién de colageno tipo I sobre superficies de poliestireno (PS) y de un
copolimero de acido lactico y acido glicolico (poly(L-lactide-co-glycolide)-PLG),
estas ultimas menos hidrofébicas que superficies de PS, observando que el

colageno adopté una forma granular sobre las superficies de PLG, y por el
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contrario adopt6 una forma alargada sobre el PS.8 Otro estudio de la conformacién
del colageno tipo I inmovilizado sobre superficies de silicio recubiertas con una
mezcla de monocapas autoensambladas de alcalinotioles terminados en -CHz y -
OH-, con variaciones en su hidrofobicidad por cambios en la concentraciéon de
grupo OH-, también reveld una conformacion diferente dependiendo de la
hidrofobicidad de la superficie.?! Ellos observaron una gran densidad de fibrillas
grandes sobre las superficies con un angulo de contacto por encima de 83°
(concentracion = 75% CHsz / 25% OH-), mientras que sobre superficies con valores
de angulo de contacto por debajo de 63° (concentraciéon = 50% CHsz / 50% OH-),
observaron una distribucién dispersa de manera ocasional de algunas fibrillas mas
pequefias. En ninguna de las superficies, observaron una conformacién globular. A
medida que disminuyeron la concentraciéon de grupos OH- sobre la superficie con
alcalinotioles terminados en CH3 -lo cual a su vez fue aumentando la
hidrofobicidad-, observaron que el grosor y la densidad de las fibrillas del
colageno aumentd. Por el contrario en nuestro caso, las imagenes obtenidas por
AFM del colageno inmovilizado sobre las muestras de PL-CP con un angulo de
contacto de 80°, muestran unas fibrillas mas similares a las observadas en el
estudio de Elliot sobre las superficies con valores por debajo de 63° donde las
superficies tenian una concentracion de 50% CH3 / 50% OH-. Lo anterior nos lleva
a pensar que sobre las superficies silanizadas con CPTES hay una alta
concentracion de grupos OH- en comparacién con la concentracién del silano, lo

cual influye en el tamafo de las fibrillas de colageno observadas.

b) OWLS

En las Figuras 5.6 y 5.7 se muestran los resultados de la cuantificacion del
colageno adsorbido después de 10 minutos sobre las superficies de titanio
modificadas con PL, PL-CP y PL-GP, partiendo de soluciones de colageno con la

misma concentracidn y con distintas concentraciones, respectivamente.

Partiendo de una concentracion inicial igual para todas las muestras de25ug/ml-
10min (Figura 5.6), se observ6 una mayor cantidad de colageno adherido sobre las
muestras de PL-GP-col (216,3 £ 7,5 ng/cm?), seguidas por las muestras de PL-col
(186,9 = 4,8 ng/cm?2) y PL-CP-col (143,1 * 4,2 ng/cm?2). En el caso donde se
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evaluaron las concentraciones minimas, determinadas en los estudios previos de
AFM, que permitian la visualizacion simultanea del colageno y de la superficie del
sustrato (Figura 5.7), se observd que la cantidad de colageno adherido sobre las
muestras tratadas con plasma fue de 138,5 * 3,4 ng/cm?2, sobre las muestra
silanizada con CPTES de 143,1 * 4,2 ng/cm?, y sobre las muestras silanizadas con
GPTES de 134,5 * 5,2 ng/cm?, lo que indica una cantidad similar de colageno
adherido sobre las tres superficies aunque se parta de concentraciones iniciales
diferentes. Sin embargo las diferencias son estadisticamente significativas, con lo
cual a estas concentraciones la cantidad de colageno adherido de mayor a menor

fue PL-CP-col > PL-col > PL-GP-col.

240

.i.
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I |
0 i
PL 25ug/ml CP 25ug/ml GP 25ug/ml
Figura 5.6: Nanogramos de coldgeno adherido sobre las superficies de PL, PL-CP, PL-GP,
partiendo de una concentracion en soluciéon de 25ug/ml para todas las muestras. Los

simbolos sobre cada uno de las barras, representan la existencia de diferencias
estadisticamente significativas (p-valor <0,05) entre las superficies.
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Figura 5.7: Nanogramos de coldgeno adherido sobre las superficies de PL, PL-CP, PL-GP,
partiendo de unas concentraciones en solucion del 15ug/ml para PL, 25ug/ml para PL-CPy
5ug/ml para PL-GP. Los simbolos sobre cada uno de las barras, representan la existencia de
diferencias estadisticamente significativas (p-valor <0,05) entre las superficies.
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Estos resultados sugieren que la reaccion del colageno con las muestras
silanizadas es mas eficiente con el GPTES, ya que estas superficies requirieron de
una concentracion en solucion mucho menor para lograr la inmovilizacion de la
misma cantidad de proteina que sobre las muestras silanizadas con CPTES y a igual
concentracion inicial se inmovilizé mas cantidad de colageno sobre GPTES que

sobre CPTES.

Es importante considerar que cada uno de los silanos (CPTES y GPTES) requiere de
condiciones de pH en un rango entre neutro a basico, para obtener un ataque
nucleéfilo sobre sus grupos organofuncionales. Sin embargo, la solucién de
coladgeno utilizada tenia un pH ligeramente acido (pH = 6) para evitar su
precipitacién. Bajo estas condiciones de pH, el GPTES resulté ser mas eficiente que
el CPTES, sugiriendo que su grupo funcional, que es un anillo epoxi, reaccion6 mas
facilmente que el grupo organofuncional del CPTES que es un Cl. En el caso del
grupo epoxi, la reaccién con el colageno se da a través de una adicién nucleéfila, en
la cual el anillo se abre, mientras que en el caso del Cl del CPTES, la reaccién es de
sustitucién nucleédfila, en donde se requiere romper el enlace del Cl, para
liberarlo.24 Adicionalmente, s6lo en el caso del CPTES, la reacciéon de sustitucién
nucleéfila da lugar a la generacion de H-CL, que disminuye el pH de la solucion. A
pHs Aacidos, los grupos nucledfilos del tipo amina y alcohol presentes en el
colageno estaran protonados, lo cual impide el ataque nucleéfilo sobre el silano.
Por lo tanto es de esperar, que la eficiencia del CPTES a pH 6 sea mas baja que la

del GPTES.

Estos resultados contrastan con los obtenidos al sumergir las muestras en una
solucion con una concentracion mayor de colageno de 150pug/ml por un tiempo de
inmersion de 16 horas, donde se observd una mayor cantidad de colageno
adherido sobre la muestra de PL-CP-col (1110 * 25 ng/cm?2) que sobre la muestra
de PL-GP-col (760 * 17 ng/cm?2) (Figura 3.13, capitulo 3). Esto puede ser debido a
varios factores. Por un lado, puede ser debido a que a tiempos largos de inmersion,
el grupo epoxi del GPTES es susceptible a hidrolizarse en medio acido, lo que
conlleva a una reduccion del colageno adherido, como ya se ha discutido antes

(Figura 3.7 del capitulo3). Por otro lado, es importante recordar que el aumento de
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proteina adherida es directamente proporcional al aumento de la hidrofobicidad,
como ha sido descrito en el estudio de Elliot et al., donde observaron que a medida
que aumentaba la hidrofobicidad de las superficies, la cantidad de colageno tipo I
aument6.2l En nuestro caso las superficies de CPTES fueron mucho mas

hidrofébicas que las de GPTES (Figura 2.15, capitulo 2).

5.4.2 Respuesta celular

En las Figuras 5.8 a 5.14 se muestran los resultados de los estudios de adhesién
(nimero, area y circularidad de las células, asi como expresiéon de vinculina y
fibronectina) de los fibroblastos tras 4 horas de incubacién, que se realizaron
sobre superficies con coldgeno inmovilizado, bajo las tres 3 condiciones escogidas
en los estudios de AFM:

Condicién 1: concentraciones minimas de coldgeno en solucién necesaria
para visualizar el coldgeno en cada superficie: PL= 15ug/ml, PL-CP = 25pug/ml y
PL-GP = 5pg/ml (concentracién final de colageno adherido: PL-col= 138.5%3.4
ng/cm?, PL-CP-col= 143.1+4.2ng/ cm?, PL-GP-col= 134.5%£5.2 ng/ cm?).

Condicidn 2: Todas las superficies tratadas con una concentracién inicial de
colageno en soluciéon de 25 pg/ml durante 10 minutos (concentracion final de
colageno adherido: PL-col= 186.9%+4.8 ng/cm?, PL-GP-col= 216.3+7.5 ng/ cm?, PL-
CP-col=143.1+4.2 ng/ cm?).

Condicién 3: Todas las superficies tratadas con una concentracién inicial de
colageno en solucién de 150 pg/ml durante 16 horas (concentracion final de
colageno adherido: PL-col= 660+10 ng/cm?, PL-GP-col= 760+17.4 ng/ cm?, PL-CP-
col=1110+£25 ng/ cm?).

a) Adhesion y extension celular

En la Figura 5.8, donde se muestran las imagenes de inmunofluorescencia
de las muestras preparadas bajo la condicién 1. Se observaron mas células
redondas que extendidas sobre los 3 tipos de superficies (PL-col, PL-CP-col y PL-
GP-col), lo cual es atribuido a la baja cantidad de proteina adsorbida. Esto se
confirma cuando vamos aumentando la concentracién de colageno, ya que a
medida que tenemos mas colageno adherido sobre la superficie, van disminuyendo

la cantidad de células redondas (Figuras 5.9 y 5.10).
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PL-15ug/ml-10min

- : -
h e =
GP-Sugiml—lOmin
Figura 5.8: Imdgenes de tincién fluorescente del citoesqueleto (verde) de los fibroblastos

sembrados sobre las superficies con las concentraciones de coldgeno minimas: PL-15ug/ml,

CP-25 ug/ml, GP-5 ug/ml. La columna de la izquierda corresponde a las imdgenes de AFM de
las superficies funcionalizadas con coldgeno.

PL-25ug/ml-10min

GP-ZSug/mI-Iﬁnin

Figura 5.9: Imdgenes de tincion fluorescente del citoesqueleto (verde) de los fibroblastos
sembrados sobre las superficies con una concentracion de coldgeno inicial de 25 ug/ml. La
columna de la izquierda corresponde a las imdgenes de AFM de las superficies
funcionalizadas con coldgeno.
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GP-150ug/ml-ON soum [N : 30 um
Figura 5.10 Imdgenes de tincion fluorescente del citoesqueleto (verde) de los fibroblastos
sembrados sobre las superficies con una concentracién de coldgeno inicial de 150 ug/ml. La
columna de la izquierda corresponde a las imdgenes de AFM de las superficies
funcionalizadas con coldgeno.
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Figura 5.11: Numero de fibroblastos adheridos a 4horas, sobre superficies de titanio
modificadas con cada una de las concentraciones de coldgeno estudiadas por AFM. Los datos
que tiene la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 5.12: Area y Circularidad del citoesqueleto de los fibroblastos adheridos sobre
superficies de titanio biofuncionalizadas con coldgeno. Concentracion de coldgeno en
solucién: concentraciones minimas-10min (a, b), 25 ug/ml-10min (c, d) y 150 ug/ml-16h (e,
f). Los datos con el mismo simbolo no presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).

En las Figuras 5.11 y 5.12 se muestra el numero de células y la extensién y
circularidad de las mismas, para los distintos sustratos estudiados. En las muestras
preparadas bajo la condicién 1, se observé un mayor nimero de células adheridas
sobre las superficies de PL-GP-col, asi como una mayor area y menor circularidad
de las mismas (Figuras 5.8 y 5.12a y b) que sobre las muestras de PL-CP-col y las
de PL-col. Esto coincide con lo observado en la Figura 5.8, donde se observé un
inicio de formaciéon de filamentos de actina sd6lo sobre las muestras de PL-GP-col.
Entre las muestras de PL-CP-col y PL-col no se encontraron diferencias
significativas en cuanto al numero, el area y la circularidad de las células adheridas

(Figuras 5.11, 5.12 a y b), ni se observaron filamentos de actina dentro su
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citoesqueleto (Figura 5.8). Bajo estas condiciones, la concentracion final de
colageno adherido sobre PL-GP-col era ligeramente menor (134,5 + 5,2 ng/cm?)
que sobre las muestras de PL-col (138,5 * 3,4 ng/cm?) y PL-CP-col (143,1 £ 4,2
ng/cm?). Ademas, s6lo sobre PL-GP-col la conformacion del colageno fue en forma
de agregados globulares, lo que sugiere que a bajas concentraciones, predomina la

influencia de la morfologia que adopta el colageno.

En el caso de las muestras con una concentracién de coldgeno en solucion de
25pg/ml, también se observé un mayor numero de células adheridas en las
muestras de PL-GP-col (Figura 5.11) que sobre las muestras de PL-CP-col y PL-col.
El grado de extension de las células en PL-GP-col fue mayor que en PL-CP-col pero
igual a PL-col (Figuras 59 y 5.12 c y d), coincide con las muestras con mayor
cantidad de coldgeno inmovilizado, como se muestra en las Figura 5.6.
Nuevamente la morfologia que adopta el colageno en forma globular sobre las

muestras de PL-GP-col, parecié favorecer la adhesion de los fibroblastos.

El efecto de la conformacion de diversas proteinas sobre la respuesta celular, se ha
puesto de relieve en distintos estudios. Llopis-Hernandez et al., reportaron que la
conformacién de la fibronectina en forma de agregados globulares, promueve la
respuesta de células del tipo osteoblasto (MC3T3-E1).23 Sin embargo, Gugutkov et
al., observaron una mejor extension de las células que fueron cultivadas sobre
fibronectina con una conformacién fibrilar.> En el caso del colageno tipo I,
Adamczak et al, reportaron una respuesta similar en fibroblastos sembrados sobre
muestras de PS y PLG recubiertas con colageno, aunque sobre cada una de estas
superficies el colageno adopto una conformacion diferente.® Sin embargo, en este
estudio no se discutio la cantidad de colageno inmovilizado sobre cada una de las
superficies, lo cual también influye en el nimero y en la extension de las células.
Elliot et al.,, reportaron que el area de células de musculo liso (smooth muscle cell-
SMC) sembradas sobre superficies con coldgeno tipo I, fue mejor sobre superficies
con alcalinotioles terminados en OH-, donde el colageno se adhirié formando un
pelicula lisa con sélo algunas pequeias fibrillas, que sobre superficies con
alcalinotioles terminados en CHs en las que se formaron fibras mas largas con

pequeiias ramificaciones de fibrillas mas pequefias.2! En nuestro caso, parece ser
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que a bajas concentraciones de coldgeno en solucidn, la conformacion del colageno
tipo I en forma globular favorece la adhesién y la respuesta de los fibroblastos, lo
que se confirmo con el alto numero de células adherido (Figura 5.11) y un mayor
desarrollo del citoesqueleto sobre estas superficies (Figuras 5.8 y 5.12 a y b).
Después de la inmovilizacién, las proteinas pueden sufrir cambios en su
conformacion dependiendo de la quimica de la superficie, lo que altera su
estructura nativa.2>26 Esto puede influir en las secuencias de aminoacidos
expuestas a las integrinas de las células, y por lo tanto influir en la respuesta

celular.

Sin embargo, a bajas concentraciones (entre 5y 25 pg/ml - 10 minutos), no sélo la
conformacién del colageno influye en la respuesta de las células. También debe
considerarse que hay sitios donde no hay colageno, en los cuales las caracteristicas
del sustrato influiran en la respuesta celular. Dentro de las caracteristicas de cada
una de las superficies, puede destacarse el efecto de los silanos presentes en las
superficies, para los cuales se observo que tanto el nimero de células como el area
de las mismas fue mucho menor sobre las superficies silanizadas con CPTES (sin
colageno) que sobre las muestras silanizadas con GPTES (sin colageno) (Figuras
4.3 y 4.4 del capitulo 4). Otra caracteristica que cambia sobre cada una de las
superficies es la hidrofobicidad. De acuerdo con lo observado por Miranda-Coelho
et al, 2010, valores de hidrofobicidad intermedios parecen favorecer la adhesién
celular.?2 Esto concuerda con lo observado en nuestros resultados, donde se
observo que a bajas concentraciones hay una mejor respuesta celular sobre las
superficies de PL-GP, que mostraron un angulo de contacto = 50° (Figura 2.15,

capitulo2).

Finalmente, cuando se analiz6 la influencia de la concentracion de 150pug/ml-16h
sobre la respuesta celular, se observo que el nimero de células, y el grado de
extension fue muy similar sobre todas las muestras (Figura 5.10, 5.11y 5.12 ey f),
siendo ligeramente mayor sobre las superficies donde se inmoviliza el colageno
mediante los silanos (PL-CP-col y PL-GP-col) que sobre la muestra donde el
colageno esta fisisorbido (PL-col), tal y como se observd en los resultados de

adhesion del capitulo anterior donde se evalu6é esta misma concentraciéon de
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colageno en solucidn, aunque en este caso se evalué un numero de células menor
que el evaluado en los ensayos de adhesion del capitulo 4 (Figura 4.4, capitulo4).
Bajo esta condicion, no se observaron diferencias significativas en la respuesta
celular sobre las dos superficies silanizadas (Figura 5.12 e y f) a pesar de que hay
diferencias en cuanto a la conformacion que adopta el colageno sobre cada una de
ellas. Esto puede ser debido a que la gran cantidad de colageno adherido sobre las
superficies, enmascara el efecto de la diferente conformacion y distribucién que
adopta el coldgeno sobre cada superficie, o también a un mejor recubrimiento de la
superficie, elimindndose el efecto de las diferentes propiedades de la superficie

inherentes a los diferentes sustratos.

Este mayor recubrimiento de la superficie puede explicar también el hecho de que
el area de las células cultivadas sobre estas muestras, fue 3 veces mayor que la de
las células sembradas sobre muestras con una menor concentracion (< 25ug/ml-
10min) (Figura 5.12 e). Paralelamente, la circularidad se vi6é reducida
notablemente (Figura 5.12 f) como se observé en la Figura 5,10, donde las células
estdn bastante extendidas y todas presentas filamentos de actina en su
citoesqueleto. Esto nos indica que, al alcanzar una cierta concentracién, las células
parecen responder mejor en términos de adhesion y de extension. Es importante
recordar que la extension de las células es uno de los parametros que influyen en
los siguientes procesos celulares como la proliferacidn, la activacion celular, y la
produccion y remodelacion de la matriz extracelular.27-2% Por lo tanto, el uso de una
mayor concentracion de colageno y un mayor tiempo de inmersion de las

muestras, se justifica ya que esto mejora la respuesta celular.

b) Formacion de adhesiones focales y secrecion de Fibronectina

En las Figura 5.13 y 5.14 se muestran las imagenes a 60 aumentos de la
inmunofluorescencia de vinculina y fibronectina, donde se compara el efecto de
cada una de las 3 concentraciones de coldgeno en solucion estudiadas a lo largo de
este capitulo: concentraciones minimas (PL 15pg/ml, CP 25pg/ml, GP 5pg/ml -
10min) (Figura 5.13 y 5.14 a, b y c), 25pg/ml-10min sobre todas las superficies
(Figura 5.13 y 5.14 d, e y f) y 150ug/ml-16h sobre todas las superficies (Figura
5.13y5.14 g hyi).
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Cuando se analizd la influencia de las concentraciones minimas (Figuras 5.13 a, b, c
y 5.14 a, b, c), se observo expresion de puntos focales sélo en las superficies con
colageno inmovilizado sobre PL-GP-col (Figura 5.13-c) y en muy pocas células. De
igual forma, se observé un comienzo de formacion de pequeiias fibrillas alargadas
en los filopodios de las células (flechas) sélo en las células cultivadas sobre las
muestras de PL-GP-col (Figura 5.14 c), que segun la literatura se pueden atribuir a
una secrecion y organizacién temprana de fibronectina.>2330 Por el contrario, en
las superficies de PL-col y PL-CP-col, se observaron diminutos puntos distribuidos
por el citoplasma dentro de la célula, que son atribuidos a una expresién de
fibronectina pero sin organizar. Lo anterior, confirma nuevamente que la
conformaciéon del coldgeno en forma de agregados globulares tiene un efecto

importante sobre la respuesta celular.

a d
30 um

15 pg/ml-10min 25 pug/ml-10min

--

25 pg/ml-10min 25 pg/ml-10min

PL-col

PL-CP-col

PL-GP-col

5 pg/ml-10min 25 pg/ml-10min 150 pug/ml-ON
Figura 5.13: Imdgenes de inmunofluorescencia de la vinculina (flechas), de fibroblastos
sembrados sobre muestras de titanio biofuncionalizadas (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col) con
concentraciones de coldgeno en solucion (a, b, c) ideales (15ug/ml, 25ug/mly 5ug/ml), (d, e,
f) 25 ug/ml sobre todas las muestrasy (g, h, i) 150 ug/ml para todas las superficies.
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Figura 5.14: Imdgenes de inmunofluorescencia de fibronectina (flechas), de fibroblastos
sembrados sobre muestras de titanio biofuncionalizadas (PL-col, CP-col y GP-col) con
concentraciones de coldgeno en solucién (a, b, c) ideales (15ug/ml, 25ug/mly 5ug/ml), (d, e,
f) 25 ug/ml sobre todas las muestrasy (g, h, i) 150 ug/ml para todas las superficies.

Cuando se increment6 la concentracién de la solucién de colageno a 25pg/ml
manteniendo un tiempo de inmersién de 10 minutos para todas las muestras
(Figura 5.13-d, e, f), se observd de nuevo que la presencia de puntos focales y la
secrecion de pequeiias fibrillas de fibronectina sélo fue evidente en las células
cultivadas sobre las muestras de PL-GP-col, indicando nuevamente que la
conformaciéon del coldgeno en forma globular favorece la respuesta de los

fibroblastos.

Es sabido que la expresiéon de vinculina (puntos focales) esta estrechamente
relacionada con el grado de extension de las células, es decir, a mayor extension
mas posibilidades hay de que se formen puntos focales. Tanto la extensiéon como la

expresion de vinculina son indicadores de un proceso de adhesion satisfactorio.2?

203



CAPITULO 5

El area de las células fue mayor sobre las muestras de PL-GP-col tanto en las
concentraciones minimas como cuando se aumenté a una concentracion de
25pg/ml, como se observo en las Figuras 5.8,y 5.12 a y b del apartado anterior, por
lo tanto era de esperar que sobre estas muestras se expresara antes la vinculina.

En cuanto a la secrecidn de fibrillas de fibronectina, Gugutkov et al., reportaron que
s6lo hubo expresion de ésta en fibroblastos sembrados sobre fibronectina con una
conformacion en forma de agregados globulares, la cual se obtuvo sobre
superficies de copolimeros de EA/HEA (acrilato de etilo/ acrilato de hidroxietilo)
con valores de hidrofobicidad intermedios.> En nuestros estudios se observd, un
comportamiento similar al observado por Gugutkov, donde a bajas
concentraciones la conformacién que mas favorecié la secrecién de fibronectina
fue la de agregados globulares, que se observé sobre las muestras de PL-GP. Sin
embargo en nuestro caso, las células estan sembradas sobre coldgeno tipo I, por lo
cual otros factores diferentes a la conformaciéon pueden estar influyendo en la

secrecion temprana de fibrillas de fibronectina.

Una conformacion adecuada de la proteina sobre los sustratos, resulta en una
excelente adhesion y formaciéon de la matriz extracelular. La secrecién de
fibronectina y su organizacidn en fibrillas, observada a bajas concentraciones, son
un indicativo de una actividad temprana de las células y del inicio de la formacién y
organizacion de una matriz extracelular.3! Por lo tanto, parece ser que una
conformacion globular de colageno proporciona las sefiales adecuadas que
estimulan la actividad de formacion de la matriz de fibroblastos cultivados en las
muestras de PL-GP-col. En consecuencia, se puede decir que el GPTES, parece ser el
tratamiento que proporciona una conformacion de colageno mas adecuada para

favorecer la respuesta de fibroblastos, a bajas concentraciones.

Sin embargo, a altas concentraciones y largos tiempos de inmersiéon (150ug/ml
durante 16 horas) (Figura 5.13 y 5.14 g, h, i), en general se observé para todas las
muestras una buena respuesta celular, con una extensiéon de la mayoria de las
células (Figura 5.10) y por lo tanto con un nimero considerable de puntos focales
en casi todas las células (Figura 5.13 g, h, i). Del mismo modo, se observd

organizacion temprana de fibrillas de fibronectina en las células sembradas sobre
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todas las superficies (Figura 5.14 g, h, i). En este caso, tampoco se observaron
diferencias entre las superficies, probablemente debido a que la formacién de
multicapas de colageno enmascara el efecto de la morfologia que éste adopta sobre
las superficies. Es sabido que a medida que las proteinas se acercan mas a la
superficie en contacto con las células, adquieren una orientaciéon que determina
que parte de su estructura esta en contacto con la superficie y que parte queda
expuesta a las células.32 En nuestro caso, puede ser probable que al haber
multiples capas, las ultimas estén fisisorbidas y por lo tanto presenten una
orientacion diferente, lo que finalmente influira en las secuencias de aminoacidos

expuestas hacia los fibroblasto.

5.5 CONCLUSIONES

Conformacion del coldgeno inmovilizado
La conformacién que adopta el colageno tipo I sobre cada una de las superficies

estudiadas depende de la quimica de las superficies.

1) Las superficies altamente hidrofilicas (PL, a.c. * 0) y altamente
hidrofébicas (CP, a.c. * 80) muestran una conformacion del colageno en forma de
fibrillas entrecruzadas. En el caso del CPTES estas fibrillas estan conformadas a su
vez por diminutos globulos que van tomando grosor a medida que se aumenta la

concentracion, lo que ha sido atribuido a la alta hidrofobicidad de esta superficie.

2) Las muestras silanizadas con GPTES, con un caracter hidrofébico
intermedio (a.c ® 50 °), mostraron una morfologia globular extendida que va

aumentando de tamafio a medida que se aumenta la concentracion del colageno.

3) A altas concentraciones y altos tiempos de adhesion (150pg/ml-
16horas), se forman multicapas de las morfologias observadas sobre cada

superficie.
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Cantidad de coldgeno adherido
La cantidad de colageno adherido sobre las superficies de titanio modificadas,
depende de la quimica de superficie y del tiempo en el que la superficie y la

solucidon estan en contacto.

1) A bajas concentraciones de colageno (<25pg/ml) y 10 minutos de
inmersidn, la cantidad de colageno fue mayor sobre las muestras de PL-GP-col que
sobre las muestras de PL-CP-col y Pl-col. La diferencia entre estas superficies son
los grupos funcionales que interactdan con el colageno, El GPTES tiene como grupo
funcional un epoxi mientras que el CPTES tiene grupos Cl y las muestras tratadas
con plasma tienen grupos OH- sobre su superficie. Parece ser que los grupos
funcionales influyen en la cinética de la reacciéon con el coldgeno, la cual es mas
eficiente con las muestras silanizadas con GPTES ya que esta requiere de una
concentracion en solucion mucho menor para lograr la inmovilizacién de la misma
cantidad de proteina que sobre la muestra silanizada con CPTES y a
concentraciones en solucidn inicial igual se inmoviliza mayor cantidad de coldgeno

sobre GPTES que sobre CPTES.

2) Por el contrario, a alta concentracién de coldgeno y largo tiempo de
inmersion (150ug/ml - 16 horas), la cantidad de colageno adherido fue mayor en
PL-CP-col que sobre las muestras de PL-GP-col, probablemente debido que el
grupo epoxi de GPTES silano es propenso a hidrolizar en medio acido cuando la

reaccion se prolonga en el tiempo.

Respuesta celular

1) A bajas concentraciones de colageno, la conformacién que adopta el
colageno en forma de agregados globulares sobre las superficies silanizada con
GPTES, es la que mas favorece la respuesta celular en nimero y extensiéon celular
asi como en la formacién de puntos focales y secrecién y organizacién temprana de

fibronectina.

2) A bajas concentraciones de coldgeno, la respuesta celular se vio

influenciada no sélo por la conformaciéon del colageno sino también por las
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propiedades de las partes del sustrato sin recubrir. La respuesta de los fibroblastos
fue mejor sobre las muestras de PL-GP-col que sobre las muestra de PL-CP-col,
debido a que el CPTES es mas citotéxica que el GPTES, como se evidencio en el
capitulo 4. Las superficies de PL-GP con valores intermedios de hidrofobicidad,

favorecieron la respuesta de los fibroblastos.

3) A altas concentraciones, la respuesta celular no depende de la morfologia
del colageno adherido, debido a que la gran cantidad de coldgeno presente en la
superficie, en forma de multiples capas, enmascara el efecto que las diferentes

conformaciones de coldgeno pueden tener sobre las células.
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CONCLUSIONES GENERALES

La investigacion desarrollada en esta tesis doctoral fue disefiada con el fin de
obtener superficies de titanio biofuncionalizaciéon con colageno tipo I, como
estrategia para mejorar el sellado biologico de implantes dentales. Al mismo
tiempo se buscaba aumentar los conocimientos sobre las propiedades que influyen
en las interacciones que tienen lugar en la interfaz material-silano/proteina y en la
interfaz material-proteina/fibroblastos. Los resultados obtenidos se pueden

resumir en las siguientes conclusiones:

1. Comparacién de los tratamientos de plasma y pirafia en términos de

limpieza y activaciéon

Tanto el tratamiento de limpieza y activacion por plasma (PL) como el de pirafia
(PH), son efectivos en términos de limpieza, ya que eliminan gran cantidad de
carbono relacionado a los contaminantes atmosféricos, siendo mejor el
tratamiento de plasma. En cuanto al grado de activacion, se observé una mayor
cantidad de grupos hidroxilo sobre las superficies de PL, los cuales son utilizados

como agentes intermediarios en la union superficie-silano. Ambas superficies
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mostraron un comportamiento altamente hidrofilico debido a la incorporacién de
grupos OH- sobre la superficie, siendo un poco menos hidrofilicas las superficies de
PH debido a la menor cantidad de grupos OH- encontrados sobre este tipo de
superficies. Adicionalmente, se observd que sobre las superficies de PH se generdé

un cambio drastico en la rugosidad en comparacion con las superficies de PL.

2. Comparacion de los procesos de silanizaciéon con CPTES y GPTES sobre
superficies de titanio tratadas con plasma y con piraiia, en términos de

eficiencia de la silanizacion

La presencia del CPTES y el GPTES sobre las superficies previamente activadas
tanto con plasma como con pirafia (PL-CP, PL-GP, PH-CP y PH-GP), asi como el
enlace covalente entre dichas superficies y los silanos se confirmé mediante
estudios de ToF SIMS y XPS. Como era de esperar, la mayor cantidad de grupos
hidroxilo generados sobre las superficies tratadas con plasma, se tradujo en una
mayor cantidad de silanos enlazados. Debido a las cadenas hidrocarbonadas que
poseen los silanos las superficies silanizadas mostraron un comportamiento
hidrofébico. Al comparar ambos silanos, se observé una menor cantidad de GPTES
que de CPTES, tanto en superficies previamente tratadas con plasma como con
pirafia, lo cual puede explicar que este tipo de superficies tenga un

comportamiento menos hidrofébico que las superficies silanizadas con CPTES.

3. Comparacion de las superficies activadas (PL y PH) y las silanizadas (PL-
CP, PL-GP, PH-CP y PH-GP), en términos de eficiencia de inmovilizacion del

coldgeno tipo I

Después del proceso de inmovilizacion del colageno tipo I, la presencia de éste
sobre las diferentes superficies de titanio modificadas se confirm¢ a través de los
estudios realizados con ToF SIMS y XPS, en los cuales se observaron especies

quimicas relacionadas con aminoacidos presentes en el colageno.

En cuanto a la cantidad de coldgeno inmovilizada, mediante estudios de

fluorescencia se observd en las muestras previamente tratadas con pirafia, una
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mayor cantidad de colageno adherido en comparacion con las muestras de plasma,
hecho que se puede atribuir al aumento de rugosidad producido por el tratamiento
de pirafia. También se observo mayor cantidad de colageno sobre las muestras
tratadas con pirafia y silanizadas (PH-CP-col y PH-GP-col) que sobre las muestras
sin silanizar (PH-col). En el caso de las muestras previamente tratadas con plasma,
se observo tanto por inmunofluorescencia, como mediante los estudios de XPS y
OWLS, una mayor cantidad de colageno sobre las muestras silanizadas con CPTES
(PL-CP-col) y con GPTES (PL-GP-col) que sobre las muestra de PL-col. A su vez se
observé mayor cantidad de coldgeno sobre las muestras de PL-CP-col que en las de

PL-GP-col.

En cuanto a la estabilidad del coldgeno, se observé mayor estabilidad sobre las
muestras silanizadas que sobre la muestra sin silanizar, tanto en las previamente
tratadas con plasma como con pirana. Al compara los silanos se observd, que las
muestras silanizadas con CPTES, tanto previamente tratadas con plasma (PL-CP-
col) como con pirafia (PH-CP-col), mostraron una mayor cantidad y estabilidad del
colageno inmovilizado en comparacién con las muestras silanizadas con GPTES

(PL-GP-col y PH-GP-col).

4. Influencia del coldgeno tipo 1 inmovilizado sobre las diferentes
superficies de titanio modificadas, sobre la respuesta de las células de tipo

fibroblasto

En general los fibroblastos mostraron mejor adhesion, mayor proliferaciéon y
mayor expresion de genes de secrecion y reorganizacion de matriz extracelular,
sobre las muestras biofuncionalizadas con colageno tipo I que sin él, confirmando
que la inmovilizacion de colageno tipo I (una de las proteinas presente en la matriz
extracelular de los tejidos de la encia) partiendo de una solucién de 150 ug/ml es
una buena estrategia para mejorar la respuesta de los fibroblastos y por lo tanto es

una via prometedora para mejorar el sellado bioldgico de los implantes dentales.

La rugosidad producida por el tratamiento con pirafia, afecta de manera negativa a

la adhesién de los fibroblastos y disminuye la expresiéon de los genes relacionados
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con la secreciéon y remodelacion de la matriz extracelular. Se observo mayor
cantidad de células adheridas sobre las muestras previamente tratadas con plasma
que con pirafia, a pesar de que sobre estas ultimas se habia inmovilizado una
mayor cantidad de colageno. La extension celular fue mayor en todas las
superficies biofuncionalizadas con colageno, siendo la muestra PL-col la que
present6 una mayor extension de las células. La expresion de génica fue en general
mucho menor sobre el grupo de muestras previamente tratado con pirafia que con

plasma.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto al nimero
de células adheridas sobre el grupo de muestras tratadas con plasma (PL-col, PL-
CP-col y PL-GP-col), a pesar de la diferencia en cuanto a la cantidad de colageno
inmovilizado. Por el contario en el caso de las muestras previamente tratadas con
pirafia, se observé una mayor numero de células adheridas en las muestras
silanizadas que en las muestras sélo tratadas con pirafia, coincidiendo con una
mayor cantidad de colageno inmovilizado sobre las primeras. Tampoco se
observaron diferencias estadisticamente significativas ni en el numero y ni en la
extension de las células adheridas sobre las muestras silanizadas con CPTES o con
GPTES, a pesar de que la cantidad de colageno inmovilizado sobre las primeras era

mayor.

La proliferacion celular fue mayor sobre las muestras previamente tratadas con
pirafa (PH-col, PH-CP-col, PH-GP-col) que con plasma (PL-col, PL-CP-col, PL-GP-
col). Sin embargo, al evaluar la expresion génica, se observo que las muestras
previamente tratadas con plasma con y sin silano (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col)
anticipan y amplifican la expresion de todos los genes analizados que estan
implicados en la activacion de los fibroblastos (a-SMA), y en la secrecion (coll Aly
FN) y remodelacién de la MEC (MMP2 y MMP3), en comparacion con las muestras
previamente tratadas con pirafia con y sin silano (PL-col, PL-CP-col y PL-GP-col).

En general se observd que la muestra con una mayor sobreexpresion y
anticipacion de la expresion de los genes de activacidn de los fibroblastos, fue la

muestra de PL-CP-col.
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5. Influencia de la quimica de la superficie en la conformacion del coldgeno
inmovilizados sobre las diferentes superficies de titanio. Influencia de la

conformacion del coldgeno sobre la respuesta de fibroblastos

Al evaluar concentraciones de colageno mucho mas bajas (<25 pg/ml), se
observaron varias caracteristicas importantes: i) se requirié de una concentraciéon
de colageno en solucion mucho mas baja sobre las muestras silanizadas con GPTES
que con CPTES o tratadas con plasma, para obtener la misma cantidad final de
colageno inmovilizado; ii) la cantidad de colageno inmovilizado fue mayor sobre
las muestras silanizadas con GPTES que sobre las muestras silanizadas con CPTES
y sobre las muestras tratadas con plasma; iii) la conformacién del colageno sobre
las muestras tratadas con GPTES fue en forma de agregados globulares, mientras
que sobre las muestras tratadas con CPTES y con PLASMA, se observd una
conformaciéon del coldgeno en forma de microfibrillas entrecruzadas; iv) la
conformacidén en forma de agregados globulares observada sobre las muestras de
PL-GP-col, resulté en una mejor respuesta celular en cuanto a nimero y extension
de fibroblastos adheridos, expresion de puntos focales e inicio de secreciéon de
microfibrillas de fibronectina; v) finalmente, al aumentar la concentracién del
colageno a 150pg/ml, la respuesta celular en cuanto a los parametros antes
mencionados, fue igual sobre todas las superficies, debido a que la gran cantidad
de colageno inmovilizado sobre estas superficies, enmascaré el efecto de la

conformacion del colageno sobre la respuesta celular.
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ANEXO I: Listado de figuras

PORTADA
Portada delantera: Conformacion del coldgeno en forma de fibrillas entrecruzadas,
observada sobre superficies de titanio activadas con plasma y silanizadas con CPTES.
Imdgenes obtenidas por AFM a una escala de magnitud de 1um, y tratadas mediante
el programa NanoScope-version 1.4 del 2010.
Imagen 1: Representacion esquemdtica de un implante dental de titanio.
Obtenida  en:  http://randental.com/frisco-dental-services/dental-implants/
(2013)
Imagen 2: Representacién esquemdtica en 3D de la estructura en triple hélice del
coldgeno. Obtenida en: http://viotox.com/what-is-collagen/ (2013)
Imagen 3: Fluorescencia del citoesqueleto de actina (verde) y del niicleo (azul) de
fibroblastos cultivados sobre muestras de titanio biofuncionalizadas con coldgeno
tipo L
Portada trasera: Conformacién del coldgeno en forma de agregados globulares
observada sobre superficies de titanio activadas con plasma y silanizadas con GPTES.
Imdgenes obtenidas por AFM a una escala de magnitud de 1um, y tratadas mediante
el programa NanoScope-version 1.4 del 2010.
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Figura 1.1: Ilustracién esquemdtica de un implante de titanio de tipo Branemark y
de 1a SUPTAESEIUCEUIA CETAMICA . ouuuvvrerrrrrrrssrisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes
Figura 1.2. llustracion esquemdtica que muestra la region de contacto entre el

Lol VL3 1 (o 0 =1 Y ] (o0 L=V Lo =3 Vo (o
Figura 1.3: llustracion esquemadtica de la macroestructura del periodonto............c..cc.......
Figura 1.4: Estructura de Un QmMiNOGCIAO ..........ccocmernmeerissersssesissesisssssssesisssssssssssssssssssssssssssssssssssns
Figura 1.5: Representacion de la reaccion entre dos aminodcidos, en la cual se
GENEra UN ENIACE PEPUIAICO .....o..cveeeriirisserireirissserissesisssesissesisssssassessssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssassssassssansess
Figura 1.6: Representacion esquemdtica de la estructura primaria del coldgeno
conformada por la unién de secuencias de AMINOACIAOS (AA) .cc.weveerrerroneerinserrsneerssirissserissssias
Figura 1.7: Estructura secundaria del coldgeno en forma de hélice Q............cooueererinreerinecren.
Figura 1.8: Unién de los principales aminodcidos presentes en las cadenas alfa del
coldgeno: glicina, proling € RidrOXIPTOIING ...........cccuveerreerrereerssirissserssssisssesissssssssesisssssssssisssssssssassssssnes
Figura 1.9: Representacion esquemdtica de la estructura en triple hélice del
coldgeno, formada por la union de tres CAACNAS q........ccerreeermeerisserisrserssssssssessssssssesisssssssssassssssns
Figura 1.10.Esquema general de Un OFrGgaNOSIIANO ..........ceveeeeeerreeesserneeessesssesssesssssssesassssssesasssanss
Figura 1.11. Tasa de hidrdlisis para diferentes grupos alcoxi que pueden estar
PreSentes emn UM OFGANOSIIANO .........cevereeeresseeesissesssissssssassssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssessssnssssss
Figura 1.12: Estructura quimica del 3-cloropropil-trietoxi-silano (CPTES) y el 3-
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