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Introduccion

1. Estado del arte

Segun el tltimo informe de Naciones Unidas (Perspectivas de la Poblacion Mundial 2019:
aspectos destacados, publicado por la Division de Poblacion del Departamento de
Asuntos Economicos y Sociales), la poblacion mundial estad envejeciendo debido al
aumento de la esperanza de vida al nacer y la disminucidon de los niveles de fecundidad,
y a que el nimero de paises que experimentan una reduccién en el tamafio de su poblacion
esta creciendo. En la mayoria de paises del mundo se esta dando un gran aumento en el
namero y la proporcion de personas mayores. De hecho, a nivel global, la poblacion
mayor de 65 afios crece a un ritmo mas rapido que el resto de segmentos poblacionales.
Para 2050, una de cada seis personas en el mundo (16 % de la poblacién) tendrd més de
65 afos, en comparacion con una de cada once en 2019 (9 %). Se proyecta que la
proporcion de la poblacion de 65 afios y mas se duplicara entre 2019 y 2050 en Africa
septentrional y Asia occidental, Asia central y meridional, Asia oriental y sudoriental, y
América Latina y el Caribe. Para 2050, una de cada cuatro personas residentes en Europa
y América del Norte podria tener una edad de 65 afios o superior. En 2018, por primera
vez en la historia, las personas de 65 afios 0 mas, a nivel mundial, superaron en nimero a
los nifios menores de cinco afios. Se proyecta que el numero de personas de 80 afios o
mas se triplicara, de 143 millones en 2019 a 426 millones en 2050. El envejecimiento de
la poblacion estd a punto de convertirse en una de las transformaciones sociales mas
significativas del siglo XXI, con consecuencias para casi todos los sectores de la

sociedad®. Por lo tanto, han de surgir nuevos desafios como solucion a este problema.

En este sentido, una de las prioridades del programa Horizonte 2020 (H2020) ha estado
dedicada a los retos de la sociedad y, especificamente, a la salud, cambio demogréafico y
bienestar. El objetivo principal ha sido abordar los principales problemas de salud publica
presentes y emergentes para conseguir el bienestar de todos, a través de la prevencion de
enfermedades, asi como un envejecimiento activo. De esta manera se quiere lograr una
poblacion que envejezca con una asistencia médica personalizada y una vida cotidiana
activa, bien auténoma o asistida, durante el mayor tiempo posible?. También, la nueva

estrategia europea, aprobada recientemente para el periodo 2021-2027 -Horizon Europe-
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contempla la innovacion en salud durante todo el ciclo vital como uno de los pilares

fundamentales®.

Como consecuencia, el desarrollo de nuevos medicamentos para combatir enfermedades
asociadas al envejecimiento, 0 nuevos procesos quirurgicos que sustituyan, refuercen o
propicien la regeneracion de diferentes partes del cuerpo, son estrategias que se
contemplan para el logro de ese objetivo. Asimismo, el desarrollo de biomateriales para
mejorar la vida humana, ya sea para el reemplazo de caderas disfuncionales o artriticas,
arterias ateroescleroticas y dientes, o para la reparacion de tejidos lesionados como el
cartilago y la piel, es omnipresente. A medida que la poblacion envejece, existe una
creciente necesidad de reemplazar y reparar tejidos blandos y duros como huesos,
cartilagos, vasos sanguineos o incluso 6rganos enteros. Los biomateriales en la industria,
actualmente, tienen un valor de miles de millones de dolares, con una tasa de crecimiento
anual del 15 %.

Los biomateriales, sin duda, mejoran la calidad de vida de un nimero cada vez mayor de
personas anualmente. La gama de aplicaciones es amplia e incluye reemplazos de
articulaciones y extremidades, arterias y piel artificiales, lentes de contacto y dentaduras
postizas. La implementacion de estos materiales puede ser por razones médicas que
reemplazan los tejidos enfermos y aumentan la esperanza de vida o pueden estar
motivados por razones puramente estéticas (por ejemplo, implantes mamarios). La
creciente demanda de biomateriales surge del envejecimiento de la poblacion con
mayores expectativas con respecto a su calidad de vida. En las ultimas décadas, hemos
sido testigos del desarrollo de diversos implantes y dispositivos médicos para reemplazar
el tejido dafiado irreversiblemente. Con el tiempo, la definicion de la naturaleza esencial

de un biomaterial ha cambiado, siendo un proceso que todavia esta en curso*®.

Asi, un biomaterial se puede definir como cualquier material utilizado para fabricar
dispositivos con el fin de reemplazar una parte o una funcion del cuerpo de una manera
segura, economica y fisiolégicamente aceptable®. Aun asi, a lo largo de los afios, se han
propuesto diferentes definiciones para este término. El concepto de biomaterial fue
inicialmente entendido como un material disefiado para entrar en contacto con sistemas
bioldgicos y evaluar, tratar, mejorar o reemplazar tejidos, 6rganos o funciones del

cuerpo’. Afios después, en 2009, D. F. Williams propuso una de las definiciones mas
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recientes. En su trabajo afirmaba que un biomaterial puede definirse como una sustancia
que ha sido disefiada para tomar una forma que, por si misma o como parte de un sistema
complejo, se utiliza para dirigir, mediante el control de las interacciones con componentes
de sistemas vivos, el desarrollo de cualquier procedimiento diagnostico o terapéutico, en
medicina humana o veterinaria®. Actualmente también se define como un material que
estd configurado para interactuar con estructuras bioldgicas para evaluar, aumentar,

restaurar o curar tejidos, 6rganos o funciones alteradas®.

El desarrollo de nuevos biomateriales, con un mejor rendimiento, que permitan recuperar
o sustituir algunas funciones bioldgicas, puede mejorar la calidad de vida de las personas,

ayudandoles a estar saludables y activas, asegurando su bienestar.

Los materiales utilizados para aplicaciones biomédicas se podrian agrupar en tres tipos
principales en funcion de la respuesta que provocan del tejido. En términos generales, los
biomateriales inertes (mas estrictamente, casi inertes ya que cada biomaterial e incluso el
propio tejido del paciente provocan una respuesta inmune inicial) inducen una respuesta
tisular nula o minima, mientras que los materiales bioactivos fomentan la union al tejido
huésped y mejoran la integracion del material estimulando el crecimiento de nuevo tejido.
Los materiales biodegradables o biorreabsorbibles se incorporan inicialmente en el tejido
circundante para disolverse completamente en el tiempo. Asi, durante las décadas de 1960
y 1970 se desarroll6 una primera generacion de biomateriales para uso rutinario como
implantes y dispositivos médicos. Hay muchos ejemplos de dispositivos médicos que han
mejorado mucho la calidad de vida de los pacientes, como articulaciones artificiales,
implantes dentales, lentes oculares o stents vasculares. Muchos de estos éxitos fueron
accidentales y varios de los materiales utilizados fueron disefiados originalmente para
otras aplicaciones. Los implantes, a menudo, consistian en materiales utilizados para
productos basicos que no necesariamente abordaban aspectos relacionados con la
biocompatibilidad. Inicialmente, el desarrollo de implantes con un rendimiento mejorado
se basaba en ensayos de prueba-error, ya que se sabia muy poco sobre la ciencia de los
materiales y las interacciones bioldgicas. El objetivo de la investigacion inicial en
biomateriales era lograr una combinacién apropiada de propiedades quimicas y fisicas
similares a las del tejido reemplazado con una respuesta minima de cuerpo extrafio en el
huésped’. Por lo tanto, dentro de los sistemas metalicos, los implantes simples de

carbono y vanadio, que evidenciaron su corrosion, fueron reemplazados por aceros
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inoxidables cada vez superiores, y, posteriormente, por aleaciones de cobalto-cromo
fuertemente pasivadas. Con respecto a los polimeros, los nylons y los poliésteres fueron
sustituidos por materiales con menor probabilidad de degradarse, como el
politetrafluoroetileno (PTFE), el polimetilmetacrilato (PMMA), el polietileno (PE) vy las
siliconas. En la década de 1980 existian mas de cien implantes y dispositivos en uso
clinico compuestos por unos 30 materiales diferentes'!. Una caracteristica comdn de la
mayoria de los biomateriales utilizados entonces fue su actividad biologica limitada,
también conocida como “inercia”. El principio subyacente de estos biomateriales era
reducir la respuesta inmune al minimo, no causar reacciones a cuerpos extrafios y prevenir
el rechazo bioldgico'?. Para muchos implantes, este paradigma sigue siendo valido hoy
en dia.

Sobre la base de una mejor comprension de la respuesta a cuerpos extrafios, en los afios
ochenta y noventa, el campo de los biomateriales comenzé a cambiar su énfasis en el uso
de materiales principalmente inertes y evoluciond hacia el desarrollo de componentes
bioactivos para provocar una respuesta bioldgica especifica en la intercara del
material/tejido'>!*. A mediados de la década de 1990, los materiales bioactivos habian
alcanzado el uso clinico en una variedad de aplicaciones ortopédicas, dentales y
cardiovasculares, incluidas diversas composiciones de metales (aleaciones de titanio, etc.)
y biocerdmicas. En consecuencia, nacié el concepto de fijacion bioactiva de implantes y
el desarrollo de intercaras multifuncionales sofisticadas, aumentando la vida util de los

implantes'#16. Se habia desarrollado, asi, la segunda generacion de implantes.

Los principales avances en los ultimos afios desde el punto de vista del conocimiento
celular y molecular proporcionaron la base cientifica para el desarrollo de los
biomateriales de tercera generacion. Con la introduccidn de nuevos conceptos en biologia
molecular y los avances en protedmica, ha ido evolucionado lentamente la comprension
del concepto de biocompatibilidad'’. Todo ello ha afectado significativamente a la forma
de sintesis, disefio y uso de biomateriales. Al mismo tiempo, tanto las demandas clinicas
como las expectativas de los pacientes han ido creciendo. Por lo tanto, el desarrollo de
estrategias de tratamientos de vanguardia que alivien o, al menos, retrasen la necesidad
de implantes podria abrir nuevas perspectivas. Esto representa el principal desafio para la

comunidad de los biomateriales en el siglo XXI'8, Como resultado, recientemente ha
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surgido la cuarta generacion de biomateriales, los llamados biomateriales inteligentes o

biomiméticos (Figura 1.1).

e BIOINERTES

generacion

Da
generacion

e BIOACTIVOS

e BIOINTERACTIVOS

e BIOMIMETICOS

Figura 1.1. Evolucion de los biomateriales.

Mas de cincuenta afios de investigacion y desarrollo de nuevos biomateriales han logrado
alargar la vida util de una gran cantidad de dispositivos médicos, implantes y protesis
utilizados actualmente. Sin embargo, la medicina moderna, en general, ha logrado alargar
la vida de los pacientes, que en realidad ha aumentado de forma mas rapida que la
extension de la vida atil de los numerosos dispositivos médicos, implantes y protesis. Por
lo tanto, en el siglo XXI, un enfoque alternativo para la sustitucion de tejidos aborda este
desafio y el concepto se define en el campo de la ingenieria de tejidos y la medicina

regenerativa.

Para satisfacer la necesidad de una reparacion a largo plazo y un buen resultado clinico,
se necesita un cambio de paradigma de los métodos para reemplazar los tejidos con
implantes permanentes a enfoques mas biolégicos que se centren en la reparacion y
reconstitucion de la estructura y funcion del tejido®. Aunque los materiales inteligentes
ya se han descrito de muchas maneras'®22, no existe una definicion general admitida para
un biomaterial inteligente. Esto abre un nuevo debate en el que habria que preguntarse
cudles son los atributos clave que un material debe exhibir para denominarse inteligente.
Las caracteristicas clasicas de los biomateriales inteligentes se definen por sus efectos
instructivos/inductivos o desencadenantes/estimulantes de las células y los tejidos

mediante la capacidad de respuesta del material a estimulos internos o externos como el
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pH, la temperatura y la fuerza ionica. Se pueden identificar diferentes estrategias de
investigacion que persiguen el objetivo de mejorar la regeneracion de los tejidos:
modificacion de las propiedades superficiales, desarrollo de geometria tridimensional
avanzada e ingenieria de sistemas de administracion de farmacos o andamios especificos,
que estan cargados de factores de crecimiento y/o células. Desde un punto de vista clinico,
un material/implante inteligente puede definirse como aquel que participa activamente en
la regeneracion del tejido dafiado y responde y reacciona a los estimulos de su entorno de

una manera valiosa®.

Algunos investigadores apuntan a desarrollar biomateriales que tengan la disposicion
intrinseca de promover activamente la capacidad inherente de curacién del cuerpo y su
autorreparacion®?®, Los biomateriales inteligentes interactivos deben tener la capacidad
de imitar la funcion de la matriz extracelular (ECM) para estimular la invasion celular, la

adhesion y la proliferacion®’.

Las caracteristicas de la superficie, como la rugosidad, la topografia y la quimica,
desempefian un papel fundamental en las respuestas celulares especificas, como la
adhesion, la migracién, la proliferacion y la diferenciacion de las células progenitoras del
tejido conectivo. Como consecuencia, la modificacion de la superficie puede ser una
tecnologia clave para mejorar el rendimiento in vivo de los biomateriales. Por lo tanto, el
enfoque de la investigacion en los biomateriales en el siglo X X1 deberia ayudar a dilucidar

la biologia de la intercara de la célula/ECM vy la intercara del material/ECM/célula?.

Una de las principales caracteristicas de los biomateriales es su biocompatibilidad,
propiedad cuya definicion también ha ido evolucionando. En la década de 1970, este
concepto estaba asociado a la toxicologia, estableciendo que un biomaterial no debe ser
toxico ni producir ningln dafio al sistema biolégico’. Williams propuso una version mas
precisa de este término, definiendo la biocompatibilidad como la capacidad del
biomaterial para realizar su funcion respecto a una terapia médica, sin provocar ningun
efecto indeseable en el receptor de esa terapia, pero generando la mejor respuesta celular
o tisular para esa situacion especifica?®. Sin embargo, en 2011, B. D. Ratner ofreci6 una
nueva definicién, considerando que la biocompatibilidad es la capacidad material para
desencadenar y guiar localmente la cicatrizacién de heridas no fibréticas, asi como la

reconstruccion y la integracion de tejidos?®.
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Durante los ultimos afios, los avances tecnoldgicos han permitido un gran desarrollo y
seleccion de los biomateriales mas adecuados con respuestas biologicas especificas para
cada aplicacion. Concretamente, la investigacion de esta tesis doctoral surge por la
necesidad existente en el campo dental de mejorar los actuales sistemas de implantes que
reemplazan el diente ausente. A pesar de los buenos resultados obtenidos con los
implantes de titanio actuales, existe una tasa de fracaso que varia del 3 al 5 % para
personas sanas Yy que alcanza hasta un 10 % para pacientes con factores de riesgo. Este
problema es especialmente relevante en pacientes con mala calidad dsea, ya sea por su
edad o por patologias sistémicas que deterioran el metabolismo Gseo (osteoporosis,
diabetes...). Esto sin tener en cuenta al sector de la poblacién que, debido a problemas
normalmente sistémicos, ni tan siquiera se le aplica esta terapia dental. En consecuencia,
resulta crucial el desarrollo de implantes bioactivos que favorezcan el proceso de
regeneracion Osea, disminuyendo asi el porcentaje de fallos y favoreciendo la
universalizacion de esta terapia. Teniendo en cuenta que segun la Sociedad Espafiola de
Periodoncia y Osteointegracion (SEPA) las estimaciones mas recientes indican que se
colocan entre 1.2 y 1.4 millones de implantes dentales en Espafia, los avances

tecnoldgicos en este campo pueden tener un gran impacto en la sociedad®?.

Asi, se realizan grandes esfuerzos en el disefio y desarrollo de nuevos materiales para su
aplicacion en implantologia dental. El desarrollo de estos nuevos biomateriales se basa
en un complejo proceso de seleccidn en el que, después de garantizar unas propiedades
fisicoquimicas adecuadas, la evaluacion bioldgica establece su eficacia en cada

aplicacion®,

La evaluacion bioldgica del biomaterial se lleva a cabo a través de estudios in vitro, in
vivo y clinicos. En la norma ISO 10993 se detallan los pasos a seguir para la evaluacién
bioldgica de un biomaterial. De esta manera, la experimentacion in vitro se utiliza como
método de deteccion inicial para caracterizar la biofuncionalidad del material. Esta
caracterizacion tiene como objetivo evaluar la viabilidad celular, la proliferacion y la
diferenciacion de una determinada linea celular a través del contacto directo o indirecto
con el material utilizado®®. Después, los materiales con mejor rendimiento in vitro son
seleccionados para ser ensayados en un modelo in vivo, observando asi su

comportamiento en un sistema bioldgico real.
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Sin embargo, los cultivos celulares son relativamente simples en comparacion con la
complejidad de un tejido real. Por lo tanto, desafortunadamente, se evidencian problemas
de correlacion entre los resultados obtenidos en las evaluaciones in vitro e in vivo®
(Figura 1.2).

A Y
In vitro 4
O "Nz

Q \_//\ Datos éCorrelacion?

In vivo

Figura 1.2. Procedimiento para la verificacion de la correlacion in vitro-in vivo.

A pesar del enorme esfuerzo que se esté realizando para mejorar los implantes dentales y
la implementacion de una gran cantidad de ensayos asociados con este proceso, existe un
namero significativo de casos donde los resultados finales son contradictorios. De esta
manera, un material que ha demostrado excelentes cualidades in vitro puede tener malos
resultados in vivo. Este problema supone una gran pérdida de tiempo y de recursos
econdémicos. Ademas, la experimentacion animal conlleva problemas éticos en la
sociedad, donde se ha detectado una creciente demanda social hacia su reduccion o
prohibicién. De hecho, la directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo
de 22 de septiembre de 2010, aboga por la reduccion del nimero de animales utilizados
recurriendo a otros métodos y aplicando estrategias de experimentacion tales como el uso
de métodos in vitro u otros métodos que puedan reducir y perfeccionar la utilizacion de

animales®.

Este problema se evidencia mejor cuando el tipo de material a analizar estd destinado a
la regeneracion del tejido dseo, debido a la complejidad del sistema como tal. Estas
pruebas in vitro se centran en la capacidad de formacion 6sea, olvidando otros aspectos

vitales en el proceso que ocurren in vivo, como la interaccién de las células 6seas con las
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células asociadas al sistema inmunitario®. Hulsart-Billstrém evaluo la correlacion entre
los resultados in vitro e in vivo en un estudio multicéntrico y compar6 los resultados de
93 materiales diferentes, encontrando una correlacion sorprendentemente pobre in vitro-
in vivo del 58 %%*. Resultados como estos, evidencian la necesidad de desarrollar nuevas
metodologias que permitan evaluar los biomateriales con mayor certeza y, por lo tanto,
reducir la necesidad de estudios in vivo. Por otro lado, algunos autores también sefialan
las limitaciones de la experimentacion in vivo y los problemas que se encontrarian en su
correlacion posterior con los estudios clinicos. Este hecho refuerza la necesidad de
desarrollar nuevas metodologias in vitro, que permitan obtener un mayor conocimiento

de cdmo se comportara un biomaterial cuando se implante en el cuerpo humano®'.

A este respecto, se estan tomando diferentes medidas para intentar superar las
limitaciones de los ensayos in vitro. Estas se basan en aumentar la complejidad del disefio
de los cultivos celulares in vitro existentes y asi obtener sistemas que reproduzcan mejor
la respuesta bioldgica del cuerpo humano a un biomaterial. Existen diversas propuestas
como el desarrollo de cocultivos, donde una mezcla de dos o més clases diferentes de

células se hacen crecer juntas® o cultivos celulares en 3D%:3,

Este tipo de propuestas alternativas se basan en la realizacion de caracterizaciones
adicionales para obtener mayor informacion. En este sentido, se esti intentando
comprender como son las interacciones material/proteina/célula, ya que la respuesta del
cuerpo a los biomateriales esta condicionada, en gran medida, por la adsorcién inicial de
proteinas*®#!. El estudio de las interacciones proteina/biomaterial podria mejorar el
conocimiento de las reacciones que se desencadenan tras una implantacion, pudiendo

tener gran utilidad para el futuro disefio de los biomateriales.

Con el fin de comprender de una manera satisfactoria las complejas interacciones entre
los biomateriales en el campo de la regeneracién Osea, se hace necesario un gran
conocimiento tanto del tejido 6seo, como de su regeneracion y el papel crucial de
proteinas y células en la remodelacion de hueso periimplantar. Ello nos ayudaréa a disefiar
los biomateriales bioactivos que pudieran ser mas eficaces para inducir la

osteointegracion de los implantes dentales.
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1.1. Tejido 6seo y regeneracion

El tejido 6seo es un tejido conectivo con una organizacion jerarquica que comprende
varios grados de escalas de longitud que van desde macrocomponentes a matrices
nanoestructuradas*?, dispuestas tanto en un patrén compacto (tejido 6seo cortical) como
en un patron trabecular (hueso esponjoso). Méas concretamente, los huesos maxilares
estan divididos en dos porciones: la porcion basal o cuerpo del maxilar o mandibula, y el
proceso alveolar o hueso alveolar que es el que contiene los alveolos dentarios que alojan
las raices de los dientes. El tejido 6seo alveolar también esta formado por laminas
compactas o corticales y una segunda parte mas interna de origen medular o tejido
esponjoso, y se encuentra en tabiques alveolares siendo un tejido compuesto por

trabéculas, espiculas y espacios medulares.

Este tejido estd constituido por dos fases, una mineral y una organica. La composicion
hibrida del tejido 6seo le confiere propiedades Unicas, de manera que al mismo tiempo
gue muestra una buena resistencia mecanica y flexibilidad, este tejido se caracteriza por
su rigidez. El hueso ejerce funciones importantes en el cuerpo, como la locomocion, la
proteccion de los tejidos blandos y el almacenamiento de calcio y fosfato®®. La parte
inorganica constituye el 60-70 % de este tejido, y esta formada por un conjunto de sales
minerales y iones inorganicos como fosfatos, carbonatos, calcio o magnesio, que se
distribuyen en una matriz de nanocristales de hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH>)). Por otro
lado, la parte organica estd formada por fibras de colageno, principalmente tipo |, asi
como otros tipos de proteinas como factores de crecimiento, osteocalcina, osteopontina o
proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs). Ademas, este tejido contiene diferentes tipos de
células, como preosteoblastos, osteoblastos y osteocitos, que provienen de la
diferenciacion de las células mesenquimales y los osteoclastos®, que son células

polinucleadas derivadas de precursores hematopoyéticos, provenientes de la médula 6sea.

El tejido 6seo es metabdlicamente activo, es decir, continta remodelandose a lo largo de
toda la vida. Esta remodelacion incluye la eliminacion de hueso mineralizado por los
osteoclastos, seguida de la formacion de matriz dsea por medio de los osteoblastos, que
posteriormente se mineraliza. El ciclo de remodelado consiste en tres fases consecutivas:
primero la resorcion, durante la cual los osteoclastos digieren el hueso maduro; la
reversion, en la que las células mononucleares aparecen en la superficie del hueso; y

finalmente, la formacion de hueso nuevo a partir del depésito de osteoblastos hasta cubrir
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el hueso socavado (Figura 1.3). De esta forma se ajusta la arquitectura Gsea a sus
necesidades mecanicas y se reparan los pequefios dafios que pueda sufrir la matriz
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Figura 1.3. Ciclo de remodelado dseo.

Tras un trauma que afecte al hueso, como una fractura o un proceso quirargico, como es
el caso de la implantologia dental, los procesos bioldgicos de la regeneracion Osea
interaccionan con los de respuesta a la implantacion de un cuerpo extrafio en un
organismo vivo. El proceso de regeneracion Gsea es, por tanto, un sistema complejo
compuesto por una serie de fases que involucran a una gran cantidad de células, moléculas
y vias de sefializacion, que derivan en fendmenos de inflamacion, coagulacion, induccion
6sea y conduccion. Todos ellos interactlan entre si, optimizando el tejido dafiado para

lograr la regeneracion de este®®.

Estos fendmenos se activan en respuesta a un traumatismo tisular grave, como un defecto
0seo derivado de la implantacion de un cuerpo extraiio en el organismo, sea cual sea el
material del que esta hecho. Por ejemplo, en el caso de la implantologia dental ha existido
la percepcion de que los implantes dentales de titanio son inertes. Inerte es algo que
guimicamente tiene poca o ninguna capacidad de reaccion. Por lo tanto, los implantes
dentales de titanio, con esta definicion, se comportarian como inertes cuando se colocan

en tejidos vivos (hueso y encia), por lo que se integrarian sin problemas a través de un
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proceso de curacion normal de heridas. Desde un punto de vista inmunoldgico y curativo,
esto es muy improbable. Los conocimientos basicos en medicina llevan a asumir que
cualquier cuerpo extrafio serd inmediatamente sefialado por el sistema inmune,
produciéndose una cascada de reacciones en paralelo a una inflamacion modulada,
formando parte del proceso de reparacion de tejidos. Aqui yace el dilema: si los implantes
dentales de titanio son considerados quimica y biolégicamente inertes, el proceso de
osteointegracion se percibe como un mero fendmeno de curacion de heridas; si, por otro
lado, se acepta que cualquier material que penetre en el cuerpo induce la activacion del
sistema inmune, la osteointegracion también debe ser percibida como un proceso
inflamatorio inmunomodulado, influyendo en gran medida en todo el proceso de

curacion®’.

Asi, laregeneracidn dsea pasa por tres etapas biologicas superpuestas que siguen patrones
especificos y que cambian activamente el comportamiento celular. Estas son la
inflamacion, la reparacion y la remodelacion (Figura 1.4)*. Es el sangrado resultante de
la implantacion lo que provocara una cascada de procesos que iniciarén la regeneracion

del tejido afectado.

Reparacion

» Remodelacién
Inflamacién

Figura 1.4. Etapas bioldgicas de la regeneracion dsea.

Concretamente, en el caso especifico de los procedimientos de implantacion dental, la
adecuada cicatrizacion de los tejidos blandos y duros después de la colocacion del

implante conducira a la osteointegracion®®.
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1.2. Osteointegracion

La osteointegracion es importante para determinar el éxito de la colocacién de un
implante dental, ya que da como resultado la conexion estructural y funcional directa
entre el hueso vivo, ordenado, y la superficie de un implante sometido a carga funcional®.
Este concepto ya fue definido por primera vez en 1985 por Branemark, sin embargo,
posteriormente modifico su propia definicion, estableciendo que la osteointegracion del
implante es una coexistencia estructural y funcional, posiblemente de manera simbidtica,
entre los tejidos bioldgicos diferenciados y los componentes sintéticos definidos y
controlados que proporcionan funciones clinicas especificas duraderas sin iniciar un
mecanismo de rechazo®l. Hoy en dia, se podria definir como la conexidn firme, estable y

duradera entre un implante y el hueso que lo rodea®.

Este complejo proceso bioldgico implica el modelado del hueso primario seguido de su
posterior remodelacién en hueso maduro, que se logra a través de una comunicacion,
localmente regulada, entre los osteoclastos (células que reabsorben el hueso) y los
osteoblastos (células generadoras de hueso). La comunicacion entre osteoclastos y
osteoblastos también es importante para mantener la homeostasis Osea. Ademas,
cualquier defecto en el acoplamiento de la resorcion y la formacion 6sea puede conducir

a la osteoporosis®.

El proceso de regeneracion 6sea que sucede alrededor de los implantes es similar al de la
cura de una fractura. En ambos casos, se observa la respuesta del sistema inmunitario, el
proceso de neovascularizacién y el reclutamiento de células osteoprogenitoras. Sin
embargo, durante la curacion de una fractura 6sea, estas células se diferencian tanto en
condrocitos como en osteoblastos, Ilevando a cabo una osificacion endocondral; mientras
que cuando la regeneracion ocurre alrededor de un implante, se diferencian unicamente
en osteoblastos, dandose una osificacion intramembranosa. Esto puede ser debido a la

influencia del biomaterial en las respuestas moleculares y celulares®.

A continuacion, se explicaran las interacciones hueso/implante durante el proceso de
curacion, siempre partiendo de la premisa de que la intervencion quirdrgica se ha
realizado correctamente, logrando una adecuada estabilidad mecénica primaria del
implante (contacto directo entre el implante y las paredes dseas), que no impide alcanzar

un buen nivel de osteointegracion®.
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El éxito de la integracion del biomaterial en el entorno de un organismo vivo depende de
varios factores, muchos de los cuales forman parte del microambiente generado poco

después del momento de la implantacion.

La bibliografia contempla ampliamente que cuando se implanta un nuevo biomaterial en
el cuerpo, comienzan a ocurrir varias reacciones como: herida, interaccion
sangre/biomaterial, formacién temporal de matriz y tejido granular, reacciones
inflamatorias agudas y crénicas, formacion de células gigantes de cuerpo extrafio (FBGC)
y, eventualmente, crecimiento de cépsula fibrosal’*%*’. En los primeros pasos de la
implantacion, con la adsorcion de proteinas en la superficie del biomaterial, comienzan a
producirse las interacciones entre la sangre y el biomaterial, seguido de la formacion
alrededor del biomaterial de una matriz transitoria provisional basada en sangre, que es
el trombo®*°. El dafio al tejido conectivo vascularizado provoca una inflamacion y el
desarrollo del trombo a través de la estimulacion de los sistemas de coagulacion
extrinsecos e intrinsecos, el sistema del complemento, el sistema fibrinolitico, el sistema
generador de cininas y de las plaquetas*”®. EI trombo preliminar se produce mediante la
adsorcion instantanea de una capa de proteinas sanguineas en la superficie del
biomaterial, lo que provoca, principalmente, que los constituyentes moleculares y
celulares comiencen la cicatrizacion de las heridas y la respuesta a cuerpo extrafio®%2,
Ademas, los factores proinflamatorios y bioactivos dentro de esta matriz estimulan
fuertemente el inicio y la prevencion de los constituyentes, relacionados con el control de
las actividades de los macrofagos®. En el siguiente paso de este proceso, las reacciones
inflamatorias agudas y crénicas comienzan a sucederse de manera consecutiva, estando
condicionadas por el tamafio del dafio, el tipo de tejido u 6rgano dafiado y, también, el
grado de formacion de la matriz provisional'’. Los neutréfilos, como los leucocitos
polimorfonucleares (PMN), son responsables de las respuestas inflamatorias agudas®*°.
Se ha demostrado que, segun el grado de lesion en el sitio implantado, la fase aguda de la
inflamacion, generalmente, dura menos de una semana. Ademas, la fase cronica de la
inflamacion, que no suele durar mas de dos semanas, se reconoce por la existencia de
células mononucleares como monocitos, células plasmaticas y linfocitos!”%. Durante las
respuestas inflamatorias cronicas, ademas de la presencia de macréfagos, también se
observa tejido granular, la infiltracion de fibroblastos y la neovascularizacion®’. El tejido
granular podria considerarse como el precursor de la formacién de la capsula fibrosa y

separarse de la superficie del biomaterial a través de los constituyentes celulares de la
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respuesta a cuerpo extrafio. Se ha aceptado cominmente que las reacciones inflamatorias

en la intercara de un material biocompatible no deberian durar mas de tres semanas®°.

Las propiedades del biomaterial podrian influir en el comportamiento de las células
inmunes, condicionando esta reaccion inmune. Segun se dé el desarrollo de este proceso,
la regeneracion podria derivar en una formacion 0sea adecuada o provocar una reaccion

fibrética’®.

Después comienza una fase proliferativa, caracterizada por la formacion de la matriz
extracelular y la angiogénesis. Al mismo tiempo, el sistema fibrinolitico asegura la

degradacion del coagulo de fibrina permitiendo la remodelacion del tejido.

En la etapa inicial, gran parte del tejido reparador esta compuesto de una fase de callo
6seo blando derivado de los fibroblastos. La formacién de los nuevos vasos sanguineos
permite la llegada de los nutrientes necesarios durante el proceso regenerativo. Las células
progenitoras situadas en la periferia del tejido lesionado se unen a las proteinas de la
matriz extracelular a través de la integrina. Seguidamente, se diferencian en osteoblastos,
comenzando la formacién de hueso nuevo con la secrecion de una matriz de colageno. La
mineralizacion durante esta primera etapa es un proceso rapido y desorganizado’. Este
nuevo hueso puede formarse directamente en las paredes dseas, proceso conocido como
osteoconduccion, o en lugares aislados dentro del &rea de regeneracion
(osteoinduccion)’?. Durante la fase de remodelacion, este tejido 6seo es retirado por los
osteoclastos, reemplazandolo por hueso laminar. Este proceso puede durar incluso mas

de 6 meses’s.

1.3. Adsorcion de proteinas en los biomateriales

La interaccion de la superficie del biomaterial-implante con un sistema bioldgico
determina el éxito o el fracaso del implante en el sujeto. Esta interaccion puede ser
positiva y promover la integracion del biomaterial-implante (interaccion directa entre la
superficie del biomaterial y el tejido sin mediar tejido fibroso), o bien negativa, dando
lugar a una inflamacion cronica y aguda, alta produccion de macrdfagos, y provocar una
respuesta denominada reaccion a cuerpo extrafio, que supone, en la mayor parte de los

casos, el fracaso de la implantacion. La comprension de la secuencia de eventos
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bioldgicos que tiene lugar tras la implantacion, tales como la coagulacion de la sangre, el
desarrollo de infecciones, la respuesta inmune al cuerpo extrafo, y, finalmente, el rechazo

del implante, es crucial para el desarrollo de nuevos biomateriales’.

El primer evento tras la introduccion de los biomateriales en el huésped es la deposicion
de una monocapa de proteinas del plasma de la sangre en la superficie del material
implantado. Cuando las células se aproximan a un biomaterial implantado, es poco
probable que se produzca un contacto directo con su superficie. Mé&s bien, la rapida
adsorcion de proteinas de la sangre (o suero) traduce la estructura y composicion de la
superficie extrafia a un lenguaje biologico. Es a este lenguaje al que las células responden,
contribuyendo de forma clave al resultado final de la implantacién. Asi, esta aceptado que
la adsorcion de proteinas podria controlar, en gran medida, los primeros sucesos que
ocurren en la intercara tejido/biomaterial®® . Debido a que las células dependen de ciertas
proteinas especificas para su anclaje y de las instrucciones extracelulares, la composicion
de la capa adsorbida de proteinas es un mediador clave del comportamiento celular. De
esta manera, si en la capa de proteinas adsorbidas estan las proteinas requeridas, y con
una conformacion adecuada, podran estimular una respuesta celular constructiva,
favoreciendo la reparacion de la herida y la integracion en el tejido. Sin embargo, si las
proteinas estan en un estado irreconocible, pueden indicar la presencia de un material
extrafio para ser eliminado o aislado. Los estudios biolégicos han demostrado que las
proteinas de la matriz extracelular, debido a su formacién no rigida, experimentan
cambios conformacionales y de orientacion después de la adsorcion en la superficie del
material’®. Se ha reconocido que los cambios conformacionales y de orientacion de las
proteinas tienen una gran influencia en la determinacion de los tipos de ligandos
accesibles para las comunicaciones con los receptores de la superficie celular®. Las
caracteristicas de los biomateriales pueden tener un efecto directo en las respuestas
celulares por la influencia de las propiedades superficiales de estos en la conformacion y

orientacion de las proteinas’’.

La osteointegracion, por ejemplo, requiere de un ndmero suficiente de células
preosteoblasticas (es decir, células madre mesenguimales), asi como su posterior
diferenciacion y actividad biosintética. Por lo tanto, la osteointegracién requiere que las
proteinas encontradas por las células puedan apoyar o promover activamente estas

actividades, después de la adhesion y la proliferacion.
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El plasma sanguineo contiene cientos de proteinas diferentes, que estan presentes en
distintas concentraciones’®. Las proteinas son biopolimeros con una gran complejidad
estructural y funcional. Esto hace que sea dificil establecer hipétesis simples sobre sus
procesos de adsorcion’. Esta adsorcion es un proceso termodinamico que ocurre
espontaneamente cuando las soluciones acuosas que contienen proteinas entran en
contacto con superficies sélidas. Una vez que el biomaterial entra en contacto con la
sangre y los fluidos intersticiales, las moléculas de agua se anclan al biomaterial por
medio de enlaces de hidrégeno dandose una hidratacion superficial instantanea. En ese
momento, las proteinas se difunden en esta nueva intercara creando la capa de proteinas
que estimularan la respuesta celular (Figura 1.5). Durante este proceso de formacion, se
da la expulsion de moléculas de agua y/o proteinas inicialmente adsorbidas, provocando
una disminucién de su volumen. La expulsion de las moléculas de agua durante el proceso
se debe al hecho de que la adsorcidn de cada proteina esta asociada a un desplazamiento

de agua, previamente adsorbida, equivalente al volumen de la proteina®?.

a)

T ©®
b &P @

Biomaterial

Figura 1.5. Esquema de los sucesos que se dan en la superficie de los biomateriales tras la implantacion:
(a) formacion de la capa de agua, (b) adsorcion de proteinas, y (c) adhesion celular.

Por lo tanto, la adsorcion de proteinas dependera de las interacciones
superficie/agua/proteina. El desplazamiento de esas moléculas de agua requiere una cierta
cantidad de energia que es funcidn de las caracteristicas quimicas y energéticas de la

superficie del biomaterial, de manera que, cuanto méas hidrofobo sea el material, menor
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seré la energia necesaria para esta deshidratacion’. En general, las proteinas tienden a
adherirse mas fuertemente a sustratos no polares que a polares, a los de alta tension
superficial que a los de baja, y a los que tienen cargas que a los que no. Por estas razones,
la afinidad de las proteinas por sustratos hidrofobos es mayor que por los hidrofilos, en la

mayoria de los casos’.

Por otro lado, en esta primera etapa, la adsorcion aumenta con el tiempo y la
concentracion de proteinas, hasta alcanzar la cobertura de la superficie. Por lo tanto, la
tasa de adsorcion disminuye a medida que hay menos posiciones de union disponibles,
siendo este proceso cada vez mas dependiente de la afinidad entre la proteina y el

biomaterial®®.

Ademaés, la composicion de la capa proteinica podria variar con el tiempo como
consecuencia de un desplazamiento competitivo, llamado "efecto Vroman"8! (Figura 1.6).
Este efecto describe la naturaleza competitiva de las proteinas adsorbidas en una
superficie determinada en funcién del peso molecular de las mismas®. Estas proteinas,
en el momento de la implantacién, provienen principalmente del plasma sanguineo, uno
de los primeros fluidos en contacto con la superficie del implante®®. Las proteinas con el
mayor nimero de posiciones de anclaje tienen un mayor potencial de adsorcion en la
superficie del biomaterial. Sin embargo, en mezclas complejas de proteinas, como en este
caso, las proteinas de menor tamafio y con mayor concentracién tienen una mayor
velocidad de difusién y, por lo tanto, alcanzan primero la superficie del biomaterial.
Después, por causa del efecto Vroman, son desplazadas por proteinas de mayor peso
molecular con mayor afinidad®. Este efecto es una pieza mas del complejo entramado de
procesos que explican el comportamiento de las proteinas en contacto con intercaras
sdlidas’™. Por tanto, no es sencillo proponer modelos de mecanismos ni explicar este
proceso competitivo en la intercara del biomaterial ya que existen multitud de procesos

simultaneos en términos de adsorcion, desorcién, difusion o cambios conformacionales®.
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Figura 1.6. Esquema del efecto Vroman.

1.4. Factores que controlan la adsorcion de proteinas

Diversos estudios establecen que la adsorcion de proteinas estd favorecida tanto
termodindmicamente como por las caracteristicas de polaridad y solubilidad de las
proteinas. Son las tres principales fuerzas impulsoras que juegan un papel importante en
la adsorcion de las proteinas en las superficies de los biomateriales y, posteriormente, en
las interacciones celulares®®. El impulso termodinamico para la adsorcion de proteinas en
la superficie de un biomaterial vendria dado por las adecuadas variaciones de entalpia y
entropia para que el cambio de energia libre para ello sea negativo’’. El caracter
ambivalente polar/no polar de las proteinas, determinado por sus aminoacidos y su carga,
afectara a las interacciones de las proteinas y, por lo tanto, a su adsorcion®”#. Ademas,
la adsorcion de proteinas tiene una relacion inversa a su solubilidad, es decir, a menor

solubilidad de la proteina mayor probabilidad de adsorcion®.

De cualquier forma, la formacion de la capa de proteinas depende de maultiples factores
asociados a la solucion de proteinas -como puede ser el plasma-, a las propiedades de la
superficie del biomaterial y a las caracteristicas de las proteinas. Por lo tanto, las
condiciones en las que se lleva a cabo el proceso de adsorcion influiran en la

conformacién de dicha capa.

Los principales factores externos referidos a la solucién de proteinas son la temperatura,
el pH y la fuerza ionica. La temperatura puede afectar tanto a la cinética de adsorcion de
las proteinas como a su equilibrio final. Una temperatura mas alta induce a una difusion

de proteinas mas rapida y, por lo tanto, a mayores tasas de adsorcién. Asi que, un aumento
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de la temperatura podria suponer una mayor cantidad de proteinas adsorbidas en la
superficie del biomaterial®. EI pH establece la carga de la proteina dependiendo de su
punto isoeléctrico (PI). Para un pH igual al PI, la proteina muestra un estado neutro ya
que las cargas positivas y negativas estan equilibradas. Cuando el pH disminuye o
aumenta con respecto al PIl, las proteinas tienen carga positiva 0 negativa,
respectivamente. No hay que olvidar la importancia de las interacciones
proteina/proteina, que no solo influyen en la adsorcion sino también en su
empaquetamiento. Por tanto, en funcién del pH, las fuerzas electrostaticas podrian afectar
a la densidad de empaquetamiento de la capa final, siendo la masa total adsorbida
generalmente la méxima en el punto isoeléctrico. Por otro lado, la fuerza idnica del
entorno influye en este proceso de adsorcion de forma que las repulsiones electrostaticas
entre proteinas de igual carga pueden quedar apantalladas por efecto de los iones
disueltos, permitiendo conformaciones de mayor densidad de empaquetamiento. Como
consecuencia, la adsorcion de proteinas cargadas en sustratos con carga opuesta se ve

obstaculizada, mientras que la adsorcion en sustratos con carga similar se ve favorecida”.

Logicamente, el tamafio, la carga o la estructura de las proteinas también influyen en este
proceso. Se ha observado que las moléculas mayores, debido a su mayor area superficial,
se comunican mejor en la intercara’’. Por ejemplo, Dee et al. observaron que la albimina
(67 kDa) interactu6 con superficies de silice en 77 sitios; sin embargo, el fibrindgeno
(340 kDa) lo hizo en 703 sitios®®. Ademas, las cargas y su distribucion en la superficie de
la proteina, que se determina principalmente por la hidrofilia de los aminoacidos, pueden
afectar significativamente a la adsorcion de proteinas®. Aparte de la carga y el tamafio de
la proteina, el PI de las proteinas puede desempefiar un papel clave en su adsorcion, ya
que cerca de su PI, generalmente, exhiben mas actividad superficial®t. Asimismo, algunos
estudios han demostrado que, al cambiar la conformacion de la proteina, otros
aminoacidos podrian presentarse en la superficie de la proteina, lo que alteraria
posteriormente el comportamiento de las proteinas adsorbidas®. Igualmente, el
desplegado de las proteinas, que es la posibilidad de generar mas areas para la interaccién
entre las proteinas y la superficie del biomaterial, es otro parametro importante en el
mecanismo de adsorcion®. Se ha demostrado que el desplegado de las proteinas tiene una
relacion inversa con la estabilidad de las proteinas, en otras palabras, las proteinas menos
estables se despliegan mas rapido®*®. Generalmente, los aminoécidos hidréfilos polares

y cargados se colocan en la capa externa de la proteina y los residuos hidrofobos en la
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interna. Sin embargo, algunos residuos hidrofobos también podrian presentarse en la capa
externa, en particular durante el proceso de desplegado®. Del mismo modo, la
accesibilidad de las proteinas para interaccionar con la superficie es otro factor que debe
tenerse en cuenta®. Se ha establecido que, en general, las proteinas se adsorben en la
superficie de los biomateriales a través de cuatro mecanismos de transporte principales,
siendo estos la difusion, la conveccion térmica, el flujo y el transporte acoplado®.
Ademaés, debido a la heterogeneidad tanto de la proteina como de la superficie, las
proteinas podrian presentarse en la superficie de los biomateriales en varias formas de
orientacion, lo que les permite disminuir las interacciones repulsivas con las biomoléculas
unidas anteriormente. Las diferentes orientaciones de las proteinas también tienen cierta
importancia funcional®’. Por ejemplo, durante la adsorcion de una proteina a la superficie
del biomaterial, dependiendo de la orientacion de la proteina, el sitio activo, que es
esencial para la actividad catalitica de la proteina, podria ser inalcanzable®®. Tan pronto
como las proteinas se acercan a la superficie de los biomateriales, las méas propicias
comienzan a conectarse con la superficie a través de fuerzas intermoleculares que
incluyen enlaces idnicos, interacciones hidréfobas e interacciones de transferencia de
carga®. Sin embargo, debido al hecho de que, ademas de los aminoacidos, el agua
también tiende a formar enlaces de hidrégeno en la superficie de los biomateriales, los
enlaces de hidrogeno de estos podrian no tener un papel clave en este fenomeno®. En
general, determinar con precision qué fuerzas intermoleculares controlan la interaccion
proteina/superficie depende, en gran medida, de la proteina especifica, asi como de las
propiedades fisicas, mecanicas y quimicas de la superficie del biomaterial. Ademas,
debido a los limitados sitios de unién en la superficie del biomaterial, existe una alta

competencia entre las biomoléculas que se acercan a la superficie para la adsorcion®.

En funcidn de las proteinas que constituyan la capa, las interacciones proteina/proteina y
proteina/material podrian mostrar distintas afinidades, generando un empaquetamiento,
orientacion y contenido en agua diferente”. EI tipo, la conformacion y la cantidad de
estas proteinas no solo depende del organismo en el que se implanta el material, sino
también de las caracteristicas superficiales de dicho material. Por lo tanto, las propiedades
quimicas de la superficie, la humectabilidad y la rugosidad (Figura 1.7), entre otras, seran

muy importantes en este aspecto.
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Figura 1.7. Propiedades de los biomateriales que afectan a la adsorcion de proteinas.

Tal y como se ha comentado en el apartado anterior, la humectabilidad de la superficie es
un parametro muy importante, que determina la cinética de adsorcion y la cantidad de
proteinas unidas al biomaterial®®. En la bibliografia hay consenso sobre una adsorcion
preferencial (a excepcion de las glucoproteinas) en sustratos hidr6fobos en comparacion
con los hidrofilos'®. Este fendmeno se explica considerando que las superficies altamente
hidrofilas crean enlaces de hidrégeno con las moléculas de agua en los primeros pasos de
la interaccidn superficie/liquido (hidratacion) y que las proteinas, para ser adsorbidas en
la superficie, deben desplazar a las moléculas de agua, con cierto consumo de energia.
Esto dificulta la interaccion proteina/biomaterial, o que podria aumentar la desorcion de
las proteinas. Asi, la cantidad de proteinas sera mayor, generalmente, en las superficies

hidrofobas y menor en las hidrofilast®.

Por otro lado, la adsorcion de proteinas en materiales cargados en la superficie puede ser
inducida por la interaccion electrostatica entre la superficie y la proteinal®. Se ha
observado que la adsorcion més baja de proteinas en la superficie la presentan superficies
con alta humectabilidad y con carga superficial muy baja (silice), mientras que para
obtener una adsorcién muy alta de proteinas se requiere una baja humectabilidad y una
carga superficial moderada (alimina). Ademas, debe considerarse que las proteinas

pueden asumir diferentes configuraciones tras la adsorcion en las distintas superficies®.

La topografia es otro de los factores que influyen en cémo la proteina interactia con la
superficie del biomaterial, controlando la adsorcidn total de proteinas, la relacion entre
ellas, la distribucion espacial, la conformacion y la afinidad de la union a la superficiel®,
Como las proteinas tienen un tamafio nanométrico, la rugosidad a nivel nano, afectara
mas a la adsorcion de proteinas que la rugosidad a nivel micro. Asi, factores morfolégicos
como la rugosidad, la geometria o la porosidad del material a nivel nano condicionan la

conformacion y la composicion de la primera capa*. Se ha comprobado que la
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nanotopografia de la superficie influye en la cantidad de proteinas unidas. Asi, Eriksson
et al.1% observaron que la modificacion de la topografia de la superficie a nanoescala
tiene un papel fundamental en la regulacion del comportamiento celular y en la mejora
de la osteointegracion. Los resultados presentados por Popat et al.1% mostraron que las
superficies de titanio nanotubular tienen un aumento del 40 % en el nimero de células en
comparacion con las superficies de titanio planas. Oh et al.’®® estudiaron los efectos de
los nanotubos de TiO2 sobre el comportamiento de los osteoblastos in vitro y descubrieron
que la superficie modificada a nanoescala acelera significativamente la adhesion de los
osteoblastos. Varios autores encontraron resultados similares, por ejemplo, en los trabajos
de Bjursten et al.2%” y Brammer et al.1%. Por lo tanto, es evidente que la modificacion de
la superficie en el rango de la nanoescala mejora, significativamente, la adsorcion de
proteinas, la adhesion de las células osteoblasticas y, por lo tanto, la tasa de
osteointegracion!®. Estos resultados sugieren que las interacciones hueso/implante a
nivel de nanoescala guiaran a la proxima generacion de materiales de implantes para

inducir una rapida cicatrizacion 6sea!%!1t,

Ademas de la topografia, la composicion quimica de la superficie desempefia un papel
importante en la absorcion de proteinas en la superficie del implante, asi como en la
adhesion celular!!2, Igualmente, la geometria de la superficie podria mostrar efectos
importantes sobre la orientacion de la proteina, lo que establece qué parte de la proteina

interacttia con el material y qué parte esta expuesta al medio®*2,

1.5. Implicaciones biolégicas de la capa de proteinas

Una respuesta bioldgica adecuada a los materiales implantados es esencial para la
regeneracion e integracion de los tejidos. Como se ha expuesto anteriormente, las
caracteristicas de la superficie podrian determinar la union de las proteinas a los
biomateriales, siendo este proceso lo primero que sucede tras la implantacion. Por lo
tanto, las células no interactuarian directamente con la superficie del material, sino que lo
harian con la capa de proteinas adsorbidas en ellal**. Esto se puede comprobar en el
estudio que realizaron Lim et al.!*® donde evidenciaron que la adhesion celular no se veia
afectada por la nanotopografia en ausencia de suero. Por lo tanto, las células responden a

las proteinas absorbidas y no a la superficie del material®*. Consecuentemente, las
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proteinas unidas al biomaterial tienen un papel fundamental en los eventos posteriores

necesarios para la reparacion del tejido.

Por lo tanto, se puede afirmar que el éxito de la osteointegracion del implante requiere un
desarrollo adecuado de los procesos de respuesta inmune, coagulacién, fibrinolisis,
angiogenesis y osteogénesis (Figura 1.8); y que, dependiendo de la composicion de la
capa de proteinas, estos fenémenos podran ser, 0 no, estimulados positivamente. Es decir,
bien se favorecera la regeneracion del tejido o bien, por el contrario, se podré desarrollar

una indeseada capsula fibrosa u ocurrir un rechazo del material como tal.
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Figura 1.8. Procesos involucrados en la osteointegracion.

En los siguientes puntos, se estudiardan con mayor profundidad las proteinas mas
importantes involucradas en dichos procesos.

1.5.1. Respuesta inmune: sistema del complemento

Esta fase esta impulsada principalmente por las proteinas del complemento que
desencadenan mecanismos de inmunidad innata y adquirida. EI complemento esta
compuesto por una serie de proteinas sintetizadas en el higado y en las superficies
celulares en forma inactiva, también llamadas zimogenos!'®. Sigue una secuencia
coordinada de sucesos e interacciones entre estos con el objetivo final de reconocer y
opsonizar el patdgeno, lo que lleva a su lisis y desencadena la respuesta inflamatoria.
Dependiendo del tipo y la cantidad de proteinas involucradas, asi como del tipo de

reconocimiento de la superficie del patdgeno, el sistema del complemento puede actuar
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117 Cada una de las tres

por distintas vias que derivan en la generacion de C3-convertasas
vias (la clasica, la alternativa y la de las lectinas) actta en funcion del reconocimiento de

las distintas moléculas de sefializacion.
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Figura 1.9. Vias de activacion del sistema del complemento.
Los rombos simbolizan las proteinas inhibidoras y sus posibles sitios de accion.

Como se observa en la Figura 1.9:

(1) Las vias clasica y de lectinas se activan en una superficie objetivo (patdgenos
o células huésped estresadas/moribundas) después de un proceso de reconocimiento. La
via alternativa esta basalmente permanentemente activa debido a la activacion espontanea

del componente central del complemento C3.

(2) Las tres vias convergen a nivel de escision de C3 y generacion de fragmentos

de C3b, opsonizando las superficies objetivo.

(3) Se generan dos anafilatoxinas durante la activacion del complemento, C3a y

C5a, que tienen una potente actividad proinflamatoria.
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(4) La via terminal comUn continla hasta la formacién del complejo de ataque de

membrana, que es capaz de activar las células huésped y lisar bacterias particulares.

La ruta clésica generalmente se inicia a partir de la interaccion de C1q con pentraxinas,
como la proteina C reactiva, o la unién del antigeno/anticuerpo con IgG o IgM, lo que
conduce a la activacion de C1r y la escision de C2s. Después, se activan las proteasas de
serina, lo que conduce a la escision de C4 y C2, originando finalmente la C3-convertasa
C4b2a, que hidroliza C3 originando C3a 'y C3b'!8, C3a tiene la funcion de reclutar células
inflamatorias, mientras que C3b interactta con C5, para formar el complejo de ataque a
membrana (MAC) con C6, C7, C8 y C9. El MAC es una estructura que actla como un

canal a través de la membrana del patdgeno, produciendo su lisis*®.

En paralelo, la via alternativa permite la generacion de la convertasa soluble C3bBb por
la activacion espontanea de C3, por hidrolisis (C3H20) y la union al Factor B a través del
Factor D. Estas C3-convertasas activan C3, siendo esta proteina el componente central
del sistema del complemento, en C3a y C3b. La C3b resultante se deposita, lo que lleva
a la formacion de més complejos C3bBb de la via alternativa, amplificando la respuesta.
C3b activa la escision de C5 en C5a y C5b, iniciando la fase terminal. C5b interactua con
C6, C7, C8y C9, que finalmente forma el complejo C5b-9'%°, Las C3a y C5a generadas
actlan como potentes quimioatrayentes, reclutando células inmunes como monocitos y

macrofagos al sitio del biomaterialt?L,

Finalmente, la via de las lectinas se basa principalmente en la union de lectinas de union
a manosa (MASPs), ficolinas 1, 2y 3, y colectinas a C4 y mas tarde a C2, activandolas y
obteniendo la C3-convertasa C4b2a al igual que en la via clésica, siendo el resto de la
via muy similar, excepto en su activacion inicial, donde no hay necesidad de presencia de

anticuerpos*??,

1.5.2. Coagulacion: desde el punto de vista de la protedmica

El sistema de coagulacién es un componente del proceso homeostatico. El objetivo
principal de los procesos de coagulacion es formar una malla de fibrina hecha de una gran
cantidad de plaquetas, que, en ultima instancia, conduce a la formacioén de un tapén

hemostatico, evitando el sangrado continuo®?3124,
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La secuencia de coagulacion comprende una serie de transformaciones de proenzimas en
enzimas activadas, que culminan en la formacién de trombina (lla), que convierte el
fibrindgeno soluble en fibrina insoluble. Con algunas excepciones, estas reacciones
enzimaticas se producen en la superficie de los fosfolipidos de las células endoteliales

activadas y en las plaquetas, en presencia de iones de calcio.

Este proceso se puede activar, principalmente, por dos vias: una intrinseca (por contacto)
y otra extrinseca (por factores tisulares (TF)), que convergen en el punto de activacion

del factor X (FX), como se muestra en la Figura 1.10.
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Figura 1.10. Esquema de la cascada de coagulacion.

La via extrinseca, generalmente, se activa en respuesta a un trauma, donde se produce TF,
una lipoproteina celular, durante el mismo. El TF puede ser producido por macréfagos,
células endoteliales y monocitos, entre otros, después de que el tejido haya sufrido un
dafio o deterioro, 0 en respuesta a ciertos estimulos inflamatorios como la liberacion de
TNF-a e interleucina-1 alfa (IL1-0)!%12%. TF activa al factor VII (FVII) para formar
FVIIa, lo que lleva a la produccion de complejo tenasa extrinseco (TF-FVI1la)'%, y al

calcio para promover la conversion del FX a factor Xa (FXa).

La via intrinseca se activa por contactos superficiales mixtos de proteinas como la
precalicreina, el quinindgeno y el factor XII (FXII), que da lugar a la activacion del FXI.
Una vez activado el FXI, posteriormente se activa el FIX, que actuara con el cofactor VIII

para formar un complejo tenasa en la superficie de un fosfolipido para activar el FX. En
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ultima instancia, esto conduce a la conversion de la protrombina en trombina, producto
final de toda la cascada, responsable de la catélisis del fibrinbgeno en fibrina. En este
proceso de la regeneracion Osea, intervienen maltiples factores de crecimiento de las
plaquetas, como el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y el factor de

crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1)'%'.

Por ultimo, las dos vias convergen en la via comun, donde una vez activado el FX junto
con su cofactor (factor V), fosfolipidos tisulares, fosfolipidos de plaquetas y calcio, forma
el complejo protrombinasa, que convierte la protrombina en trombina. Esta trombina
escinde aun mas el fibrindgeno circulante en fibrina insoluble y activa el factor XIlII, que
reticula covalentemente los polimeros de fibrina incorporados en el tapén de plaquetas.
Esto crea una red de fibrina que estabiliza el coagulo y forma un tap6n hemostatico

secundario definitivo2812°,

La evidencia actual respalda la idea de que la ruta intrinseca no es una ruta paralela, pero,
de hecho, aumenta la generacion de trombina iniciada principalmente por la ruta
extrinsecal®. Los modelos mas recientes describen la coagulacion como la sucesion de

los siguientes pasos:
a) Iniciacion

Se produce por la expresion de TF en un vaso dafiado, que se une al factor Vlla para
activar el factor IX y el FX. Esta activacion del factor IX por el complejo TF-Vlla hace
de puente entre las vias extrinseca e intrinseca clasicas. El factor Xa se une al factor Il
para formar trombina (factor 11a). La generacidn de trombina a travées de esta reaccion no

es robusta y puede ser efectivamente terminada por el inhibidor de la via TF.
b) Amplificacion

Dado que la cantidad de trombina generada no es suficiente, existen numerosos circuitos
de retroalimentacidn positiva que unen la trombina con las plaquetas. La trombina que se
genera en la fase de iniciacion activa ain mas el factor V y el factor V111, que sirve como
cofactor en el complejo de protrombinasa y acelera la activacion del factor 11 por FXay

de FXa por FIXa, respectivamente.
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c¢) Propagacion

Los complejos enzimaticos acumulados (complejo de tenasa y complejo de
protrombinasa) en la superficie de las plaquetas soportan grandes cantidades de
generacion de trombina y activacion de plaquetas. Esto asegura la generacion continua de

trombina y, posteriormente, fibrina para formar un coagulo suficientemente grande.
d) Estabilizacién

La generacion de trombina conduce a la activacion del factor X111 (factor estabilizador de
la fibrina) que une covalentemente los polimeros de fibrina y proporciona resistencia y
estabilidad a la fibrina incorporada en el tapon de plaquetas. Ademas, la trombina activa
el inhibidor de la fibrindlisis activable por trombina (TAFI) que protege al coagulo de la

fibrinolisis!?,

Un nivel adecuado de proteinas de coagulacion es crucial para lograr un correcto
desarrollo de este proceso*®. Ademas del papel obvio de estas proteinas en la cascada de
coagulacidn, también es notable su interaccion con las células, como las células dseas™?
y las plaquetas'®3, que desempefian un papel clave durante el proceso de coagulacion de
la sangre. La adhesion preferencial al biomaterial de proteinas como la vitronectina y el
fibrindgeno puede provocar la unién a las plaquetas a través de la proteina de membrana
GPlIbllla, promoviendo la adhesion plaquetaria y la formacion de agregados plaquetarios
estables!®31%*, Estas plaquetas contienen factores de crecimiento, como PDGF, factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
que son conocidos por ayudar a la revascularizacion y la osteointegracion**. Por lo tanto,
las propiedades de osteointegracion superiores de algunos biomateriales podrian ser

consecuencia de su comportamiento de trombogenicidad*®.

Por otro lado, los mediadores de la coagulacion activan la produccién de citoquinas,
quimioquinas, factores de crecimiento y otros compuestos proinflamatorios. La
interaccion entre el sistema inmune y la cascada de coagulacién supone que una
coagulacion excesiva podria contribuir a eventos inflamatorios®*"%, La via de
coagulacién esta regulada para evitar una formacion de codgulos desproporcionada. La
adsorcion de proteinas anticoagulantes participa en el control de esta activacion en
cascada y asegura su correcto desarrollo. Un equilibrio adecuado entre las proteinas

activadoras e inhibidoras de este complejo proceso es fundamental para obtener una
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arquitectura de coagulo adecuada que agilice el proceso de regeneracion. Los reguladores
especificos del sistema de coagulacion son proteinas como la antitrombina, proteinas C y
S dependientes de la vitamina K, inhibidor de la via del factor tisular, cofactor de heparina
I, a2-macroglobulina, a2-antiplasmina, inhibidor de la proteina C o inhibidor de la

tripsina del maiz!3%-141,

Estos dos sistemas descritos hasta ahora, el sistema del complemento y el de coagulacion,
son un ejemplo mas de que los fendbmenos bioldgicos no se producen de una forma
aislada. La convergencia entre el sistema del complemento y el sistema de coagulacion
se extiende mucho mas alla de la naturaleza quimica del complemento y los componentes
de coagulacion, los cuales forman cascadas proteoliticas. Los actores del complemento
mejoran directamente la coagulacion. Estos efectos se complementan con las
interacciones del complemento con otros mediadores inflamatorios que pueden aumentar
la trombogenicidad de la sangre. Ademas, el complemento inhibe los factores
anticoagulantes. La interferencia entre el complemento y la coagulacién también esta bien
ilustrada por la capacidad de ciertas enzimas de coagulacién para activar los componentes
del complemento. De hecho, la activacion del sistema del complemento esta
estrechamente relacionada con la hemostasia. Mdltiples lazos que conectan ambos
sistemas se activan simultdneamente para sincronizar una respuesta efectiva del huésped
a amenazas como la infeccion o el sangrado. A menudo, este esfuerzo cooperativo y

claramente beneficioso asegura la eliminacion de los patogenos y previene el sangrado®2.

1.5.3. Fibrindlisis

Intrinsecamente esta relacionada con el sistema de coagulacién. El sistema fibrinolitico
es complejo y forma parte de los procesos de hemostasia, ya que degrada la fibrina, que
es producto del proceso de coagulacion y tambien el sustrato para el desarrollo de este
proceso'®. A lo largo del desarrollo y la aparicion de esta etapa, tienen lugar dos procesos
principales: la generacién de plasmina, una enzima con actividad proteolitica del plasma
sanguineo; y la posterior degradacion de la fibrina por esta enzima®*4. La plasmina se
genera a partir del plasminogeno en la superficie de la célula o del coagulo de fibrina y
se controla mediante los activadores del plasmindgeno, a saber, el activador tisular del
plasmindgeno (tPA) y el activador del plasmindgeno tipo uroquinasa (UPA) y se regula

por una serie de mecanismos e inhibidores.
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Entre estos, el tPA es el mas conocido y estudiado, y se considera el mejor agente
trombolitico para los accidentes cerebrovasculares isquémicos agudos'®. Es sintetizado
y liberado por células endoteliales y su ensamblaje en la superficie de la fibrina permite
la formacion de un complejo tPA-plasmindgeno, en el cual el plasmindgeno se escinde,
generando plasmina. Paralelamente, el uPA también es capaz de escindir al
plasmindgeno, aunque con menor afinidad!*3. Finalmente, en la degradacion de la fibrina

se obtienen productos que tienen efectos inmunomoduladores!#® y tromborreguladores’.

1.5.4. Angiogénesis

La angiogénesis es un proceso fundamental a través del cual se crean nuevos capilares
sanguineos de los vasos preexistentes. En este proceso, las células endoteliales, que
forman los vasos sanguineos, proliferan y migran formando nuevos canales. Este proceso
es esencial durante la regeneracion del tejido 6seo, ya que la generacion de los nuevos
vasos garantiza el suministro de los nutrientes, la energia y las sefiales que el proceso

requiere'*e,

El déficit de oxigeno, debido a la destruccion de los vasos sanguineos como resultado de
un trauma, provoca una reaccion impulsada por la subunidad alfa del factor 1 inducible
por hipoxia (HIF-1a). Este hecho induce la respuesta de las células endoteliales a las
sefiales angiogénicas. Como consecuencia de la sefializacion de integrinas, las células
endoteliales migran al sitio de curacién. Las proteasas liberan moléculas angiogénicas
como el VEGF y el FGF, creando un ambiente propicio para la angiogénesis!*. El
crecimiento de vasos sanguineos comienza por la especializacion de las células
endoteliales en varios tipos de células. Por un lado, las células tip que guian el sentido del
crecimiento y que casi no proliferan y por otro, las células stalk que crecen para ir
formando el lumen de los nuevos vasos sanguineos®. Por lo tanto, las sefiales como la
subunidad B del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-B), la
angiopoyetina-1 (ANG-1), el TGF-B, la proteina ephrin-B2 y la proteina NOTCH, asi
como ciertos inhibidores de la proteasa, a saber, los inhibidores tisulares de
metaloproteinasas (TIMPs) y el inhibidor del activador del plasminogeno-1 (PAI-1),

regulan la formacion correcta de los nuevos vasos!®%15,
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1.5.5. Osteogénesis

La osteogénesis consiste en el desarrollo de nuevo tejido 6seo, donde juegan un papel
crucial las células 6seas’™. En este proceso interviene una gran cantidad de proteinas que
tienen un papel fundamental en la respuesta celular osteoblastica y la consiguiente

diferenciacion.

Este proceso esta altamente regulado por importantes vias de sefializacion como
Whnt/B-caterina, NOTCH, BMP/TGF-B, PI3K/Akt/mTOR, proteina quinasa activada por
mitdgeno (MAPK), PDGF, factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), FGF y Ca?*,
que resultan cruciales para la regeneracion Osea. Las funciones de estas vias de
sefializacion en la osteogénesis estan ampliamente descritas en la bibliografia,
interviniendo en su activacion y desarrollo de mecanismos moleculares una amplia gama
de proteinas'®1%, Estas proteinas (BMPs, PDGFs e IGFs) actGian como moléculas de
sefializacion y participan en la proliferacion, diferenciacion y maduracion celular,

regulando directamente la actividad de los osteoblastos y la reparacion 6sea posterior®®.

Las proteinas como el coldgeno tipo |, la BMP-2, la BMP-7 y las metaloproteasas de
matriz (MMPs) son clave en el desarrollo de este proceso®’ %8,

Ademas, es necesario tener en cuenta la interaccion entre la osteogénesis y los otros
procesos clave en la regeneracion 6sea (es decir, la coagulacion y la reaccion inmune), ya
que sus moléculas de sefializacién pueden mostrar importantes efectos reguladores en las
celulas dseas. En este sentido, durante los ultimos afios, el campo de la osteoinmunologia
estd estudiando las complicadas interacciones entre los sistemas inmunitario y
esquelético®™®. Las células inmunes, es decir, los macrofagos y las células Ty B, llegan
al sitio de curacion y liberan diferentes moléculas inmunomoduladoras como las
citoquinas y las quimioquinas, que finalmente afectan al proceso de regeneracion dsea®®’.
Un entorno inmunitario éptimo podria garantizar la liberacién adecuada de factores para
lograr una regulacion favorable de osteoblastos y osteoclastos®®'®2. Por lo tanto, la
adhesion de proteinas, como las proteinas del complemento, en el biomaterial podria
afectar a las propiedades osteogénicas del mismo y, consecuentemente, a su capacidad de

osteointegracion®®®,
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1.6. Caracterizacion de la capa de proteinas del
biomaterial

Se sabe que la adsorcion de proteinas en la superficie de un biomaterial desempefia un
papel crucial en la determinacion de sus respuestas biologicas, como la biocompatibilidad
y las interacciones celulares™%415 Por ejemplo, en dispositivos cardiovasculares como
los stents de arterias coronarias se han utilizado los biomateriales durante décadas. Sin
embargo, esos stents han sido problematicos debido a la formacién de coagulos
sanguineos y a la reestenosis, que estan relacionados con la adsorcion de proteinas'®:167,
Este caso concreto muestra que una mejor comprension de la relacion entre la adsorcion
de proteinas y las respuestas bioldgicas de los materiales seria un requisito previo en el
desarrollo y el rendimiento final de los biomateriales®11%8, Ademas, el estudio de la
adsorcion competitiva de proteinas en la superficie también es importante, principalmente
porque los biomateriales estan expuestos a mezclas de proteinas, como el plasma
sanguineo, con diferentes afinidades para las superficies'®®"°. Sin embargo, las
metodologias actuales utilizadas en el estudio de la adsorcion de proteinas como el
radiomarcaje’®’'’!, la elipsometria Optical’?, la Resonancia de Plasmén Superficial
(SPR)Y317 " la espectroscopia mediante una guia de ondas Opticas (OWLS)!", la
espectroscopia de fluorescencia (como la fluorescencia de reflexién interna total o
TIRF)Y76177 o la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con Reflectancia
Total Atenuada (FTIR/ATR)Y"®1® analizan la adsorcion de una sola proteina o las
propiedades promedio de las mezclas de proteinas de la superficie. Ahora, con los avances
en la tecnologia, es posible determinar simultdneamente las identidades y las
concentraciones de cientos de proteinas en una muestra bioldgica compleja usando la
protedémical®. Esta técnica se introdujo originalmente para estudiar la expresion de
proteinas en las células y, en realidad, es una coleccion de técnicas que permiten el estudio
simultaneo de numerosas proteinas en mezclas complejas, a traves de la separacion de
estas y una identificacion de alto rendimiento®88, |a protedmica ha demostrado ser il
en el estudio de la adsorcion de proteinas en las superficies de los biomateriales'®>18¢,
Anteriormente, se estudio ampliamente la adsorcion de algunas proteinas como la
alblmina, la inmunoglobulina-y (1gG) y el fibrindgeno®®”1%8, Sin embargo, se sabe que
en la capa adsorbida hay otras muchas proteinas. Por ejemplo, la laminina y la queratina
adsorbidas en varios biomateriales como el PMMA, pueden afectar a la proliferacién de

células epiteliales en el material®°.
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El esfuerzo que se esta realizando para comprender la interaccion de los biomateriales
con las proteinas es insuficiente. La mayor parte de las lineas de investigacién actuales se
basan en estudios donde se utiliza una Unica proteina (fibronectina, albumina,
vitronectina...) 0 una mezcla de un pequefio nimero de estas*'. Dichos sistemas son
demasiado simples para reproducir los mecanismos tan complejos en los que se basa el
proceso de adsorcién de proteinas en las superficies, donde participan cientos de estas.
La tecnologia protedmica para el andlisis de las proteinas adsorbidas en las superficies de
los biomateriales se estd aplicando cada vez mas para una comprension mas completa de

las respuestas bioldgicas en las superficies de los biomateriales.

Aunque esta técnica se ha utilizado desde principios del siglo XXI, su aplicacién para
caracterizar la dinamica de la adsorcidn/desorcion de proteinas en las superficies de
biomateriales acaba de comenzar. La protedmica se puede definir como el analisis a gran
escala de proteinas, generalmente por métodos bioquimicos!®. ElI método clésico de
separacion de proteinas para el andlisis protedmico, desde la primera aparicion de la
técnica a mediados de la década de 1970, ha sido el uso de geles de poliacrilamida de una
o dos dimensiones'®. Los métodos utilizados en la mayoria de estudios pueden ser
divididos en dos categorias (Figura 1.11): métodos de separacién de proteinas e

identificacion de proteinas por espectrometria de masas (MS).

La protedmica basada en la MS ha demostrado su eficacia en los estudios de proteinas a
gran escala. Una vez que las proteinas se separan, visualizan y/o cuantifican, deben
identificarse. Las manchas de las proteinas se extirpan de los geles y las proteinas se
digieren en fragmentos mediante una proteasa especifica como la tripsina. Los fragmentos
se analizan mediante MS, en la cual las proteinas se identifican comparando la masa
medida de los fragmentos de péptidos con la masa predicha de fragmentos de proteinas
de las bases de datos, que estan disponibles en Internet®l. La funcion basica de un
espectrometro de masas es producir iones a partir de muestras neutras, llevarlos a la fase
gaseosa, separarlos de acuerdo con su relacion masa/carga (m/z) y detectar esos iones. A
finales de la década de 1980 se introdujeron dos métodos de ionizacion importantes, la
ionizacion por electroespray (ESI) y la desorcién/ionizacion mediante laser asistida por
matriz (MALDI), que han resultado clave en algunos de los avances mas significativos
en el desarrollo de la protedmica. Por otro lado, los cinco tipos de analizadores son el

tiempo de vuelo (TOF), la trampa idnica, el cuadrupolar, el Orbitrap y la resonancia de
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ciclotron ionico por transformada de Fourier (FTICR). Estos, generalmente, se utilizan

en tindem para obtener un mayor grado de separacion e identificacion de los iones®.

J
g £ ‘Eﬁ G
Separacion chtl,\ . 7
%

A
3

Identificacién

Figura 1.11. Procedimiento para el andlisis protedomico.

El uso de la MS como técnica protedmica en el campo de los biomateriales esta en auge
y se van adoptando nuevas estrategias de medicion para obtener una mejor sensibilidad y
reproducibilidad y, asi, poder analizar muestras mas complejas*®®. En este sentido, existen
revisiones bibliograficas del uso de la MS MALDI-TOF para estudiar las interacciones
proteina/biomaterial'®*. Algunos estudios méas recientes han optado por la combinacion
de MS/MS con cromatografia liquida (LC) como método de separacion. Esta se ha
convertido en una técnica potente en el campo protedmico, pudiendo detectar la presencia
de pequefias cantidades de proteinas con alta reproducibilidad*-1%. Por ello, esta técnica
se ha empleado para descubrir biomarcadores relacionados con algunas enfermedades

patoldgicas como la osteoporosis, la osteoartritis o los tumores Gseos!®.

Por otro lado, la LC-MS/MS se ha aplicado en la investigacion de los biomateriales de
diferentes maneras. Algunos autores la han utilizado para estudiar los perfiles de proteinas
expresadas de células cultivadas en nuevos materiales®"1%, Otro enfoque de esta técnica
se centra en el analisis comparativo de los perfiles protedmicos expresados durante la
regeneracion 6sea in vivo alrededor de los biomateriales!®®. Del mismo modo, se han

realizado estudios protedbmicos para caracterizar la adsorcion de proteinas en
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biomateriales. Este tipo de trabajos se centra en la adsorcién de proteinas en la superficie

de las nanoparticulas y en la evaluacion de su toxicidad?%®-2%2,

Finalmente, también se ha utilizado esta técnica para caracterizar la adsorcion de
proteinas en los biomateriales utilizados en implantologia. Dodo et al. caracterizaron la
capa de proteinas adsorbidas en una superficie rugosa de titanio tras ser incubada con
plasma sanguineo. El andlisis por LC-MS/MS reveld que esta capa estaba compuesta,
principalmente, de proteinas relacionadas con la adhesion celular y la coagulacion®®, Por
otro lado, el analisis de las proteinas adsorbidas en el sulfonato sodico de poliestireno
mostré un mayor nivel de adsorcion de proteinas en esta superficie que en el titanio,
después de incubarse con plasma rico en plaquetas®®*. Kaneko et al. determinaron qué
proteinas del suero de rata se adsorbieron en dos materiales utilizados como sustitutos
6seos, a saber, al fosfato octacalcico y la HA?%, Igualmente, Sugimoto et al. analizaron
las proteinas adheridas a la superficie del TiO2 después de su incubacion con proteinas
extraidas del hueso de cerdo. Estos identificaron algunos componentes de la matriz
extracelular, enzimas, factores de crecimiento y diversas proteinas con capacidad de
mineralizacion®®. Por otro lado, Abdallah et al. comprobaron que la quimica de la
superficie de los biomateriales determina el perfil protedmico de la capa de proteinas
adsorbidas!®®. Swartzlander et al. estudiaron la adsorcion de proteinas de suero bovino en
distintos hidrogeles, concluyendo que la mayoria de las proteinas detectadas estaban
relacionadas con una respuesta inflamatoria aguda. Estos resultados, ademas, se
correspondian con la respuesta in vivo provocada por este tipo de materiales?’.
Finalmente, en estudios anteriores de nuestro grupo se analizaron las proteinas adsorbidas
en diferentes superficies de titanio utilizadas en implantes dentales, concluyendo que las
caracteristicas fisicogquimicas podrian ser responsables de las diferencias observadas en

dicha capa?®,

Con todo, la LC-MS/MS tiene un gran potencial como técnica protedomica para realizar

una caracterizacion de las proteinas adsorbidas en las superficies de los biomateriales.

56



Introduccion

1.7. Modificaciones superficiales en la implantologia
dental

Los implantes dentales se utilizan como raices de dientes artificiales desde hace décadas
para fijar y soportar supraestructuras protésicas desde coronas individuales hasta protesis
fijas y removibles. Se aplican tanto para sustituir huecos individuales como para el
edentulismo. Sorprendentemente, desde los trabajos de Branemark, Zarb, Albrektsson,

209-215 o] tjtanio o la

Schulte, Schroeder y otros en el campo de la osteointegracion
aleacion de titanio sigue siendo el material utilizado mayoritariamente, a pesar de que
recientemente se han desarrollado materiales alternativos que estan generando un
creciente interés, como el circonio. Debido a su superficie de color blanco, los implantes
y los pilares de circonio se consideran estéticamente superiores a los de titanio de color
gris y, por ello, tienen un gran interés cientifico y clinico®®22!, Sin embargo, los
implantes de titanio siguen siendo la mejor referencia para las aplicaciones de implantes
orales, debido a su mayor biocompatibilidad y a su capacidad de osteointegracion, es
decir, a lograr un contacto intimo y directo con el hueso. El objetivo perseguido sigue
siendo lograr un contacto directo entre el hueso vivo y el implante inerte, con el objetivo
de asegurar la funcion a largo plazo del dispositivo protésico anclado???. Teniendo en
cuenta la naturaleza transgingival de los implantes dentales que forman simultaneamente
varias intercaras con el sistema bioldgico del huésped, a este tipo de implante se le puede
llamar "implante hibrido"?2 que consiste en: (a) el tejido 6seo subgingival que forma una
intercara con el cuerpo endodseo del implante, (b) el tejido blando transgingival que
forma una intercara con el cuello y la plataforma del implante, y (c) la Gltima parte del
sistema, que es visible a simple vista y que contiene el pilar o la supraestructura, donde
la cavidad oral forma una intercara con su ambiente salival en la region transgingival y

supragingival (Figura 1.12).

Cualquier superficie del implante dental debe optimizarse para cumplir con las diferentes
demandas de las respectivas intercaras: en la intercara del tejido duro, se requieren
propiedades osteogénicas para optimizar la osteointegracion; en la intercara de los tejidos
blandos, es necesaria la union gingival con funcionalidad adhesiva celular para
queratinocitos y fibroblastos para asegurar un sellado epitelial firme, que evite la
infiltracion bacteriana. Para ambas intercaras, se considera que el principal riesgo de

infecciones graves, como la periimplantitis, es la colonizacion bacteriana?®. La
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inflamacion va acompafiada de una contaminacion bacteriana de las superficies del
implante seguida de una pérdida de osteointegracion debida a una reaccion inmunoldgica
del huésped, llamada "pérdida ésea". Finalmente, la pérdida Gsea extensiva da lugar a la

pérdida del implante.
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—
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Figura 1.12. Estructura de un implante dental.

Por consiguiente, tanto trans como supragingivalmente, las intercaras implante/saliva
deben tener funcionalidades antiadhesivas o antibacterianas para impedir la formacion de
biopeliculas. Hay que tener en cuenta que la primera respuesta bioldgica a una intercara
bidimensional implante/biosistema es una interfase tridimensional, que es la Unica
existente inicialmente. Esta formacion dindmica de una zona de transicion entre dos fases
esta asociada, por ejemplo, a la hidratacion y a la adsorcion macromolecular?®?2, E|
desafio para las modificaciones avanzadas de la superficie en la region del implante trans
y supragingival es lo que se ha denominado "carrera por la superficie”, la competencia
entre la colonizacién bacteriana y la integracién tisular de dicha superficie tras la
implantacion??’. Sin embargo, la mayoria de los estudios realizados hasta la fecha se han
orientado hacia la mejora de la intercara biomaterial/hueso.

Desde el punto de vista actual, es sorprendente que las superficies de los implantes no se
consideraran importantes para la osteointegracion dentro de la primera década de la

implantologia dental. EI papel de las caracteristicas de la superficie gano importancia ya
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que, a principios de los afios 80 del siglo pasado, Albrektsson et al. fueron pioneros en el
concepto de osteointegracion al atribuir a las propiedades de la superficie un posible papel
en la respuesta bioldgica a un implante??2, Se enumeraron los requisitos para garantizar
un anclaje implante dental/hueso directo y duradero, siendo estos: el material del
implante, el disefio del implante, el estado del hueso, la técnica quirtrgica, las condiciones
de carga del implante y el acabado del implante. Este Gltimo se especificd ain mas al
proponer superficies mas rugosas que fueran beneficiosas en comparacion con las mas
lisas. Igualmente, los autores afiadieron que las uniones celulares, en teoria, podrian
depender de la superficie del implante. Ademas, en ese momento, la importancia de este
parametro se consideraba dificil de evaluar. Hoy en dia, la mayoria de las investigaciones
sobre implantes de titanio se centran en optimizar las condiciones de su superficie y
acelerar la osteointegracidn. Existen tres formas principales para modificar la superficie

de los implantes dentales: morfoldgica, fisicoquimica y bioguimica.

La topografia y la rugosidad de las regiones de los implantes adyacentes al hueso se han
optimizado durante las ultimas décadas para mejorar el éxito a largo plazo. Se han
desarrollado y aplicado una serie de modificaciones en la superficie de los implantes
comercializados mediante diferentes métodos sustractivos o aditivos, que incluyen el
granallado, el grabado &cido, la oxidacién anddica electroquimica, el recubrimiento con
fosfato de calcio, o diferentes combinaciones de estas técnicas, por ejemplo, granallado
con tratamiento &cido. Un resultado importante de los estudios in vitro e in vivo centrados
en la respuesta 6sea fue que las superficies de titanio moderadamente rugosas, con una
rugosidad media entre 1y 2 um, mejoraban la osteointegracion respecto a las superficies
mas lisas 0 incluso mas rugosas??®. Un estudio reciente que comparaba superficies
microrrugosas confirmo6 los efectos beneficiosos de las superficies moderadamente
rugosas en la diferenciacion y migracion de osteoblastos??. Segun otros estudios
anteriores?®%-2%2 ademas de la topografia y la rugosidad de la superficie, otras propiedades,
como la composicién quimica o la energia superficial, influyen en las reacciones
interfaciales de un biomaterial®®}, o mas especificamente, en la formacion de hueso in
vivo. Schwartz y Boyan describieron un cambio de paradigma desde un pensamiento
restringido a la biocompatibilidad y a los mecanismos de formacién 6sea, a estudiar el
proceso en términos de curacion de heridas®*. Brevemente, este nuevo paradigma de
curacion de heridas abarca el acondicionamiento de proteinas séricas, la respuesta

inflamatoria aguda con la formacion del coagulo y la liberacion de factores de curacién
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de heridas, el reclutamiento de células mesenquimales no diferenciadas a la superficie, su
adhesion, proliferacion, diferenciacion osteobléstica, seguido de la produccion y

maduracion de la matriz y la calcificacion.

En cuanto a la humectabilidad de la superficie y a su energia superficial, no se han
encontrado en bibliografia estudios sistematicos de ambas propiedades de las superficies
de los implantes dentales hasta principios del siglo XXI. Mientras que la mayor o menor
humectabilidad producida por la rugosidad ha sido estudiada intensamente en los campos

de la fisica y la quimica-fisica durante décadas®® 2%

, en implantologia tales
interrelaciones han sido ampliamente desconocidas o no han sido tenidas muy en cuenta.
Del mismo modo, el conocimiento disponible de la ciencia basica de la superficie sobre
diferentes respuestas bioldgicas a las superficies hidréfilas frente a las hidréfobas, como
en los procesos de adsorcion de proteinas, obviamente no han sido consideradas en el
caso de las modificaciones superficiales de los implantes comercializados. Hace ya méas
de diez afios que se les atribuye una superficie altamente hidréfoba a los implantes
dentales de titanio con un tratamiento combinado de granallado y grabado é&cido®®,
Obviamente, de forma inconsciente, durante décadas, la optimizacién continua de la
topografia de los implantes de titanio ha generado superficies microrrugosas que inducian
muy poca humectabilidad®®. Debido a los altos valores de angulo de contacto, mayores
que 120°, se hizo evidente que la topografia de los implantes tenia relacién, de alguna

manera, con la generacion de esa mala humectabilidad.

Por otra parte, hay varios métodos disponibles para convertir las superficies hidr6fobas
de los implantes en hidréfilas, lo que, generalmente, permite la generacion de superficies
de titanio superhidrofilas altamente energéticas con angulos de contacto con el agua muy
bajos. Ademas, los primeros estudios de Robert E. Baier ya informaban sobre la
importancia de las superficies de los implantes quimicamente limpias y los tratamientos
de descarga luminiscente de radiofrecuencia (RFGD) para lograr superficies
descontaminadas con alta energia superficial®®. Baier et al. observaron una gran
influencia del estado inicial de limpieza de la superficie y de la energia libre superficial
del implante en el proceso de curacion y la generacion de células del tejido huésped
adyacente a la superficie del implante?®*?*', En general, las superficies perfectamente
limpias se caracterizan por tener enlaces quimicos insaturados que causan un estado de
superficie energética alto. La técnica RFGD se ha utilizado para limpiar y esterilizar las

superficies de los implantes. Las capas de hidrocarburos, la contaminacion residual mas
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comudn en superficies solidas, pueden eliminarse de manera eficiente mediante este
proceso de limpieza?*?. Baier y Meyer informaron de que la simple inmersion de una
muestra recién tratada con descarga luminiscente en agua hervida, desgasificada, y
destilada por triplicado habia sido suficiente para retener la mayor parte de las
propiedades superficiales requeridas, durante periodos indefinidamente largos, con
diferentes materiales®*®. Estos primeros estudios fueron el inicio de los siguientes
enfoques desarrollados para mantener la hidrofilia de las superficies de los implantes
durante tiempos de almacenamiento mas largos o para mejorar la humectabilidad,
mediante un tratamiento directo, para uso inmediato. Existen varios métodos que
permiten la obtencion de una fuerte hidrofilia de los implantes de titanio mediante
tratamientos con plasma o fotofuncionalizacion ultravioleta A (UV-A) y ultravioleta-C
(UV-C), inmediatamente antes de su uso?42%°, Por otro lado, la superficie SLActive®
fue desarrollada y lanzada al mercado en 2005 por el Instituto Straumann (Basilea, Suiza).
El proceso SLActive® previene la contaminacion atmosférica ambiental y conserva la
superficie activada al procesar los tornillos del implante después del grabado acido bajo
gas protector y almacenarlos en una solucion salina?3®2%%251 Después del grabado acido
de los implantes de titanio, se espera un estado superficial insaturado. Este alto estado de
superficie energética se caracterizo después del almacenamiento en solucion salina®®,

obteniéndose angulos de contacto con agua de 0°.

En caso de contacto con la atmosfera ambiental de un implante cuya superficie esté
perfectamente limpia, se produce una fuerte unién de contaminantes que reducen la
energia superficial?®®2. Por el contrario, el titanio activado almacenado en un liquido
acuoso se hidroxila e hidrata y se asemeja al agua, mejorando su humectabilidad y su
interaccion con la capa de agua alrededor de las biomoléculas?>. No tener en cuenta la
energia superficial y la limpieza, pueden comprometer las etapas iniciales de la
cicatrizacion del tejido después de la implantacion?*. Estrictamente hablando, cualquier
impureza, incluso causada por el proceso de fabricacion, puede ser un posible
desencadenante de ciertas respuestas celulares o0 moleculares desfavorables, que derivan
en una pérdida 6sea marginal temprana®?**. Dichas impurezas se han encontrado en

muchos sistemas de implantes que estan en el mercado?®.

Asi, las propiedades fisicoquimicas de la superficie del implante como la energia
superficial, la carga superficial, la composicién quimica y la humectabilidad, son

parametros fundamentales®°®?%’, Estas propiedades pueden ser alteradas, principalmente,
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mediante procesos de fabricacion o mediante técnicas de recubrimiento. Algunas de estas
técnicas de recubrimiento son: la proyeccion por plasma, la pulverizacion catodica, los

recubrimientos sol-gel, la deposicion electroforética y la precipitacion biomimética®®®,

Esto se combina, a menudo, con la modificacion bioguimica de la superficie de titanio.
Estas modificaciones se realizan para imitar la arquitectura del hueso, asi como para
mejorar la formacion del mismo y la osteointegracion. Las modificaciones bioquimicas
se logran de las siguientes maneras: recubrimientos de biomoléculas de sefial
osteoinductiva, recubrimientos de fosfatos de calcio, recubrimientos de hidrogeles y

superficies de titanio antibacterianas®®.

En la prxima década, habria que esperar la disponibilidad de superficies inteligentes y
adaptadas que optimicen las intercaras respectivas de los implantes, de acuerdo con sus

requisitos funcionales, de una manera altamente especifica°.

Hoy en dia, la aplicacion de recubrimientos hibridos de silicio en implantes dentales es
una linea de investigacion prometedora para lograr una adecuada funcionalizacion de la
superficie, proporcionando determinadas caracteristicas beneficiosas que permitan

obtener una respuesta biologica deseable.

1.8. Recubrimientos hibridos sol-gel

La historia del proceso sol-gel empez6 con la preparacion de materiales inorganicos como
los vidrios y las ceramicas®®. Desde que en 1990 Brinker y Scherer desarrollaran
extensamente esta técnica®®?, la tecnologia sol-gel ha evolucionado significativamente en

todos los aspectos.

El proceso sol-gel se fundamenta en la hidrélisis y condensacion de precursores
metalicos. Este consiste en la preparacion de un sol (dispersion de particulas coloidales
en un fluido), la gelificacion del mismo y el secado del gel (sistema que tiene una fase
liquida atrapada en una fase sélida que forma una red) para formar un sélido también

llamado xerogel?%2,

Basicamente, existen dos maneras de preparar este tipo de materiales: el método

inorganico y el método organico. El primero consiste en la dispersion de particulas
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coloidales en un liquido para formar un sol, seguido de la gelificacion (suspensién
coloidal de particulas muy pequefias, 1-100 nm) para formar una red en fase liquida
continua. El segundo método, el més utilizado, comienza con una solucion de metales
monoméricos o precursores alcoxidos metaloides en un alcohol u otro disolvente organico
de bajo peso molecular?®®, El proceso sol-gel se basa en dos reacciones basicas de
hidrolisis y condensacion. Es un proceso complejo que incluye varias etapas?42%°, como
se observa en la Figura 1.13:

Hidrolisis Condensacion Secado

Y Y 7Y

Precursores Sol Gel Xerogel

Figura 1.13. Etapas del proceso sol-gel.

e Hidrolisis. En esta reaccion se genera un silanol, con al menos un grupo OH, al

hidrolizarse la cadena alcoxi de los alcoxidos de silicio en presencia de agua.

e Condensacion. Los grupos silanol condensan, o bien reaccionando con otros
grupos silanol, o bien con un grupo alcoxi, para formar grupos siloxano (Si-O-Si) y agua
o0 alcohol como subproductos de la reaccion. Las reacciones de hidroélisis y condensacion
se dan de forma simultanea.

Si(OR)4 + nH20 — Si(OR)4-n(OH)n + NR(OH)
R3SiOH + HOSIiR’3 —> R3Si-O-SiR’3 + H20
R3SiOH + ROSIiR’3 - R3Si-O-SiR’3 + R(OH)

o Gelificacion. Se da la formacion del gel o red tridimensional, produciéndose un
fuerte aumento de la viscosidad. Dentro de dicha red queda atrapado el resto de la
solucioén.
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e Envejecimiento. Tras un determinado tiempo de reposo, se produce la evolucién
y contraccion de la red (debido a la salida de liquido de sus poros) mediante las reacciones

de los grupos funcionales que permanecian en la misma.

e Secado. Se trata de la pérdida de agua, alcohol y otros componentes volatiles para
dar lugar a una estructura porosa. Este proceso puede crear tensiones dentro del
entramado por diferencia entre la velocidad de secado de las caras exteriores e interiores,

produciéndose grietas superficiales en el material final.

e Densificacion. Se obtiene tras la aplicacion de un tratamiento térmico para
favorecer el entrecruzamiento, mejorando las propiedades mecanicas y la estabilidad

estructural del material.

Todo este proceso estd afectado por las condiciones iniciales de reaccion: pH,
temperatura, efecto estérico de los sustituyentes de los precursores, relaciones molares de
los reactivos, caracter hidrofobo o hidrofilo de los precursores, composicion del
disolvente...?%3, A continuacion, se detalla la influencia de los dos parametros mas

importantes: pH y relacion molar.

Las reacciones de hidrolisis y condensacion se dan utilizando un catalizador acido o uno
basico. Dependiendo de las condiciones de pH utilizadas, se formaran distintos tipos de
redes. A pH bajo se da una hidrolisis lenta frente a la condensacion. Esto hace que se
formen moléculas lineales que se entrecruzan ocasionalmente. Bajo condiciones basicas,
por el contrario, se da una hidrolisis rapida. En la condensacion se obtienen particulas
coloidales gue se enlazan unas con otras formando una estructura tridimensional menos
compacta. Esta estructura es mas porosa que la que se obtiene en las condiciones

acidas?®.

La relacion molar agua:alcoxido también tiene influencia en la velocidad de hidrolisis y
condensacion. Ademas, determina la cantidad de enlaces siloxano que se forman. La ratio
Optima depende del precursor seleccionado, esto es, si tiene 4 grupos hidrolizables, la
ratio sera 4, y si es un alcoxisilano trifuncional, la relacion molar estequiométrica para
que la hidrolisis sea completa sera 3. Si se utiliza una cantidad baja de agua, la velocidad
de hidrolisis disminuye, el material no llega a gelificar y el curado es complicado. Si se

utilizan cantidades altas, el alcoxido queda diluido y aumenta el tiempo de reaccion®®’,
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Los materiales hibridos organico-inorganicos (compuestos por una red inorganica
Si-O-Si con sustituyentes organicos) que se obtienen por esta técnica, combinan las
propiedades deseadas de los polimeros orgénicos (tenacidad y elasticidad) con las de los

sélidos inorganicos (dureza y resistencia quimica)?%,

Este método ofrece, igualmente, muchas ventajas: es sencillo, permite trabajar a
temperaturas no muy elevadas, se pueden obtener recubrimientos con formas complejas
(los precursores son liquidos), no precisa de etapa de lavado, ofrece una inmovilizacion
efectiva de uno 0 mas componentes bioactivos, permite un gran control de la composicién
quimica del recubrimiento, es muy versatil, requiere un sencillo equipamiento y su costo

es razonable?69270,

Ademas, se ha demostrado que estos materiales son compuestos biocompatibles con un
gran potencial en aplicaciones biomédicas?’*. Las redes de silicio que se forman muestran
resultados prometedores para la regeneracion 0sea, ya que estos materiales refuerzan la
fijacion, proliferacion y diferenciacion de osteoblastos, aumentando la expresion de
multiples genes que conducen a la osteogénesis®’?. Estos recubrimientos, durante su
proceso de degradacidn, liberan acido ortosilicico, que estimula la formacién de colageno
tipo | confiriendo al implante propiedades osteoinductoras®’*27. Del mismo modo, el
silicio tiene un efecto positivo sobre el metabolismo 6seo al mejorar la
osteoblastogénesis®’>276, Son numerosos los ejemplos descritos en la bibliografia sobre
la bondad de este tipo de recubrimientos organicos-inorganicos al aplicarlos sobre
implantes dentales de titanio?’"?"8, Es mas, en nuestro grupo se han desarrollado diversos

recubrimientos hibridos para esta aplicacion?®-%,

Por ultimo, estos hibridos son excelentes matrices para alojar una gran variedad de
moléculas bioldgicas. Los compuestos organicos introducidos no necesitan ser un
componente de lared, el sol-gel puede funcionar como portador de estos para su posterior
liberacion controlada. Desde que, en 1990, Braun et al. describieran la introduccion de
enzimas en matrices de sol-gel derivadas de TEQOS, el uso de este tipo de materiales se
extendié rapidamente a otros compuestos como anticuerpos, proteinas, factores de
crecimiento, farmacos o biocidas?®?. La adicion de estas moléculas puede realizarse antes
o0 después de la formacidn del sol, y con el proceso de secado, se logra el atrapamiento.

En este sentido, varios autores han trabajado en la incorporacion de un compuesto

65




Capitulo 1

osteogénico a estos biomateriales sol-gel, con el objetivo de aumentar sus efectos

positivos durante la regeneracion del tejido 6se0?83284,

1.9. Vehiculos de liberacion de calcio y estroncio

En los dltimos afios, se ha puesto gran interés en obtener vehiculos de liberacion que
induzcan la formacion de hueso. Los recubrimientos hibridos sol-gel modifican la
superficie de los implantes dentales, permitiendo la incorporacion de compuestos
bioactivos para su posterior liberacion. EI mayor conocimiento de todas las sefiales
bioldgicas que intervienen en los procesos de regeneracion ésea es basico para poder
influir en dicha formacidn dsea. En este sentido, el dopado de estos materiales con iones
que promuevan la cicatrizacion del tejido dseo, es una estrategia interesante para lograr
las respuestas deseadas. De hecho, los iones Sr?* y Ca®" estan relacionados con el
metabolismo del hueso y juegan un papel fisioldgico en la angiogénesis, crecimiento y
mineralizacion de los tejidos 6se0s?® haciendo atractivo su uso como agentes bioactivos

para estimular la regeneracion de dicho tejido?®.

El estroncio es un oligoelemento presente en el componente mineral del hueso
(0.00044 % en masa del cuerpo) y juega un papel vital en la mineralizacion 6sea72%,
En los Gltimos afios, el ranelato de estroncio se ha utilizado como tratamiento exitoso para
la osteoporosis. Tanto los estudios in vitro como los estudios in vivo han demostrado que
el ranelato de estroncio aumenta la formacion dsea y disminuye la resorcion dsea®. Sin
embargo, la seguridad cardiovascular de este compuesto sigue siendo motivo de
preocupacion, ya que se ha descrito que ha producido un pequefio, pero significativo,
aumento de los infartos de miocardio no fatales?®*?%!, lo que ha conducido a estrictas

indicaciones y restricciones para su utilizacion?»

. Varios estudios preclinicos, realizados
tanto en modelos animales normales como osteopordticos, junto con estudios in vitro
previos, mostraron el efecto beneficioso del ranelato de Sr en el aumento de la
arquitectura 6sea y la resistencia 6sea®®-2%®. En consecuencia, para mejorar la reparacion
0sea, el Sr se ha incorporado recientemente en diferentes sustitutos 0seos. Esta estrategia
tiene como objetivo lograr un uso mas seguro de su actividad osteoanabdlica y
antiosteoclastica, ya que las altas concentraciones se logran localmente, mejorando la

formacion Gsea con menor impacto sistémico. La incorporacion de iones Sr?* en la red de
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HA tiene una fuerte influencia en los pardmetros de cristalinidad y estructura cristalina,
dependiendo del nivel de sustitucion de estroncio?®”-?%, La Sr-HA tiene una solubilidad
mas alta que la HA, aumentando asi su bioactividad y liberando Sr?*, que lo hace
extremadamente deseable para usar in vivo. Ademas, la Sr-HA libera el ion Ca?*, que
activa los canales de calcio y estimula la respuesta celular?®®’. Ademas, los estudios in
vitro han demostrado que el Sr tiene una influencia directa en el efecto estimulante sobre
el ADN y la sintesis de colageno 6se0?®®. Es mas, la presencia precisa de Sr?* ha supuesto
una mejora de la proliferacion y mineralizacion de osteoblastos in vitro?®®, Este cation
regula los marcadores de expresion osteogénica como la fosfatasa alcalina (ALP), la
RUNX2, el colageno tipo | y la osteocalcina®®®. También algunos estudios in vivo han
revelado la eficacia de los biomateriales dopados con Sr para estimular el crecimiento y

la remodelacién 6sea®

. Ademas, se ha demostrado que estos inducen la nueva formacion
de hueso®. De hecho, su incorporacion a hidroxiapatitas®®, hidrogeles®®,
biovidrios?®®2% o hibridos?®3%%* ha mejorado el potencial de osteointegracion de estos

materiales.

Con todo, los estudios in vivo son escasos, y la mayoria de los informes no presentan un
grupo de control adecuado. Si los materiales enriquecidos con Sr son efectivos y seguros
aun es un tema de debate, y se necesita mas informacion sobre el uso local de Sr, con
criterios uniformes. El estudio de revision realizado por Neves el al.>® sobre el efecto in
vivo del Sr esta de acuerdo con otras revisiones sobre otros elementos
enriquecedores®>2% y con resultados in vitro previos con Sr3"-313  estableciendo que, en
general, el Sr mejora la formacién y remodelacion 6sea, lo que lleva a una mayor
respuesta en comparacion con materiales similares sin este elemento. El efecto del Sr esta
presente incluso en entornos osteoporéticos y algunos estudios describen mayores efectos
en estos modelos osteopor6ticos®®. El efecto del Sr aparece, principalmente, en las etapas
tardias de los diferentes estudios. De hecho, se observa una tendencia al alza en el nimero
de estudios que describen un efecto mayor del Sr en la formacion de hueso en los tiempos
de estudio mas largos, al analizar estos estudios de acuerdo con el tiempo de evaluacion.
Por lo tanto, las conclusiones de los estudios con tiempos mas cortos pueden ser
prematuras para diferenciar la reaccion 6sea entre el material con Sr y el control. Esto
puede explicar por qué Cardemil et al.3'4 no encontraron diferencias significativas, ya que
su estudio termino solo cuatro semanas después de la implantacién. Sin embargo, algunos

autores informaron una mejora significativa incluso en las semanas dos y cuatro de la
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experimentacion. Se puede argumentar que la respuesta al Sr puede estar influenciada por
la cantidad de tiempo que el hueso esta expuesto a este componente. Cuando se considera
la remodelacion 6sea, hay menos resultados disponibles, y el nimero de estudios que
describen una mayor formacion y remodelacion ésea es solo superior después de seis

Semanas.

Esto confirma los informes anteriores sobre el Sr, como un estimulador de la
diferenciacion 6sea y la osteogénesis®?’1, Sin embargo, las condiciones dptimas para
su uso, a fin de maximizar sus efectos beneficiosos, ain no se han determinado. Ademas,
ningun estudio mostr6 una disminucion de la formacién o remodelacion Gsea, en
cualquier periodo de tiempo, ya sea para modelos sanos o enfermos. La presencia de un
efecto beneficioso del Sr, incluso en modelos osteopordéticos, puede mejorar su valor

terapéutico, ya que en esos casos el deterioro de la osteogénesis es un desafio importante.

La tasa de liberacion de Sr del biomaterial también se identifico como un posible factor
que afecta a su actividad, ya que las células similares a los osteoblastos usan el estroncio
liberado del biomaterial para sintetizar su matriz extracelular mineralizada®®®. Asi,
Thormann et al.?®®. encontraron concentraciones mas altas de Sr en zonas de mayor
aumento de formacion 6sea, lo que la apoyaria esta teoria. De cualquier forma, se
necesitan méas estudios sobre la relacion entre la concentracion de Sr y la formacion de
hueso para precisar esta teoria. Neves et al.®® también mostraron que incluso pequefias
cantidades de Sr podrian ser suficientes para tener impacto en la formacion y
remodelacion 6sea. Algunos autores han encontrado diferencias significativas con solo el
0.1 % de este componente®1®37. Sin embargo, dos de los tres autores que especificamente
compararon diferentes porcentajes de Sr, encontraron una respuesta mayor con
concentraciones mas altas de Sr331° confirmando informes in vitro previos®?°. El otro
autor describi6 resultados similares®?*. Los tres autores coinciden en que ain no se ha
encontrado la dosis 6ptima de Sr. En cuanto a la informacion disponible sobre el impacto
del Sren la expresion génica, hablando en términos generales, se encontrd poca variacion,
pero si una disminucion en la citoquina proinflamatoria 1L-6, un estimulador del
reclutamiento de osteoclastos y de la reabsorcion Gsea, relacionada con la alteracion del
metabolismo del hueso, lo que puede ayudar a explicar el efecto del Sr como promotor
de la formacion y remodelacion 6sea. ElI aumento de genes y proteinas involucrados en
estos procesos, como la osteocalcina y la BMP, respalda también los efectos de formacion

6sea del Sré?2.
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Como se comentado anteriormente, los efectos secundarios sistémicos del Sr han sido los
responsables de una disminucion del interés de la comunidad cientifica en la ingesta de
este producto, y de un cambio en la aplicacion local de este elemento?®©2%2, La revision

de Neves et al.3%

encontrd dnicamente cuatro estudios sobre la repercusion sistémica de
la aplicacion del Sr de forma local. Mientras que uno de los estudios describe niveles
mayores de Sr en muestras de orina y sangre®!°, otro mostré una excrecion urinaria similar
de este elemento®2, Los otros dos estudios no encontraron diferencias entre los grupos
experimentales y los de control?®*3¢, Uno de los estudios describié valores mayores de
Sr sérico, aunque los autores afirman que la concentracion era 100 veces menor que la
necesaria para producir efectos sistémicos?®. Sin embargo, los efectos patoldgicos de
estos hallazgos no son bien conocidos y atn son tema de debate para futuros estudios. Un
total de 13 estudios informaron sobre los efectos locales, pero no se encontraron
diferencias con respecto al control, y solo un estudio hall6 un aumento de la reaccién
inflamatoria. Ademas, el breve seguimiento de la mayoria de los estudios afecta a la
capacidad de sacar conclusiones fiables sobre el efecto adverso a largo plazo del Sr. En
conclusion, a la vista de su revision, Neves et al.> afirman que el Sr es un material de
dopaje aparentemente seguro y efectivo para estimular la formacion y remodelacion dsea.
Su efecto puede ser mayor y variable con el tiempo segun la concentracion aplicada.
Ademas, su beneficio en modelos osteopordticos aumenta la posibilidad de su valor
terapéutico. Sin embargo, la gran cantidad de métodos, mediciones y protocolos
encontrados en los estudios individuales incapacita el poder realizar una sintesis y analisis
de datos confiables sobre el efecto del Sr. Es importante desarrollar modelos adecuados
y seqguir ciertas pautas de investigacion en los estudios futuros, a fin de definir mejor la

aplicacion terapéutica de este elemento.

Por otro lado, el calcio es uno de los elementos mas abundantes en el cuerpo humano y
esta involucrado en los multiples procesos que se desarrollan en el organismo®?*. En este
sentido, el tejido 0seo es el mayor reservorio de calcio en el cuerpo, siendo uno de los
principales componentes de la apatita biol6gica, la fase inorganica de los huesos?®. Con
todo, su papel en la remodelacion y recuperacion del tejido 6seo es fundamental®?®. El
calcio, juega un papel esencial en la formacién y resorcion 6sea, y en la coagulacion de
la sangre®?®. Las plaquetas son fundamentales en los procesos de hemostasia y
coagulacién sanguinea que preceden a la reparacion del tejido. El calcio media la unién

de los fosfolipidos de la membrana plaquetaria al factor Xa y al factor 1Xa, que son
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necesarios para que funcionen los complejos de tenasa y protrombinasa. Estos complejos
convierten la protrombina en trombina (factor Ila), lo que desencadena ain mas la
polimerizacion de la fibrina. Se ha demostrado que los iones de calcio en las superficies
de TiO2 pueden producir la activacion de las plaquetas y la exocitosis de los granulos
plaquetarios, tanto densos como alfa®?’. La presencia de Ca en la superficie del implante
también mejora la tasa de adsorcion de proteinas, y actia como sitio de unién para las
proteinas en la superficie, proporcionando la principal fuerza impulsora para la adsorcion
de estas®®®. Ha sido ampliamente utilizado en el desarrollo de biomateriales para la
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ingenieria de tejidos 6seos®~” porque juega un papel esencial en la formacion y resorcion

Osea.

Algunos estudios realizados con biomateriales dopados con sales de calcio han concluido
que la liberacién de estas confiere una bioactividad importante al biomaterial. Ademas,
la utilizacion de andamios de fosfato célcico, ayuda a la diferenciacion de las células
madre mesenquimales en la formacion de nuevo hueso®®. Del mismo modo, una alta
concentracion de calcio estimula la hormona paratiroidea (PTH) que mejora la
osteogénesis, estimulando diferentes tipos de células como los preosteoblastos, los
osteoblastos y los macrofagos, entre otras®®. El calcio extracelular tiene un efecto
estimulante sobre los osteoblastos mediante la activacion del receptor sensor de calcio
(CaR) que regula la actividad de estos y de los osteoclastos®*!. De hecho, la activacion de
los canales de calcio se ha relacionado con el aumento de las expresiones de los factores
de crecimiento similares a la insulina (IGF-1 o IGF-11) que regulan la proliferacion de los
osteoblastos332. Otros estudios también han revelado que la presencia de calcio produce
una sobreexpresion de marcadores osteogenicos como colageno tipo I, la ALP, la

BMP-2, la osteopontina y la osteocalcina®?

, creando un efecto positivo en la proliferacién
osteoblastica y en la remodelacion 6sea®“. Sin embargo, estos efectos dependen de la
concentracion de calcio, ya que bajas concentraciones de este son adecuadas para la
proliferacion de osteoblastos, pero concentraciones altas favorecen la diferenciacion y
mineralizacion de estos®®. Finalmente, el calcio tiene un papel importante en la

formacion de coagulos que también afectan al proceso de regeneracion del tejido33®.

Por lo tanto, este comportamiento hace interesante la incorporacidn de estos cationes en
los recubrimientos sol-gel, con el objetivo de desarrollar materiales bioactivos con

funcionalidades especificas.
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1.10. Antecedentes del grupo

Nuestro grupo de investigacion ha trabajado durante los Gltimos 10 afios en aspectos
relacionados con la regeneracion Osea en el entorno de implantes, especificamente
implantes dentales. La actividad investigadora se ha centrado en la obtencion de
recubrimientos a partir de la técnica sol-gel para ser aplicados sobre los implantes dentales
y poder lograr una mejora en su osteointegracion. Asi destacan los trabajos publicados
con distintos tipos de alcoxisilanos: recubrimientos hibridos a partir de tetraetoxisilano
(TEOS) vy viniltrietoxisilano (VTES)?"®3% y de metiltrimetoxisilano (MTMOS) y
TEOS?8:3% Entre los recubrimientos utilizados es resefiable el uso de formulaciones que
incorporaban el 3-glicidoxipropiltrimetoxisilano (GPTMS): aquellos sintetizados a partir
de MTMOS y GPTMS®*®, y otros basados en MTMOS, TEOS y GPTMS?**, Este tltimo,
el GPTMS, es uno de los mas empleados en el desarrollo de materiales hibridos®* y se
utiliza cada vez mas en la ingenieria de tejidos 6seos>*? ya que tiene un anillo epoxi en su
estructura que permite funcionalizar el biomaterial y modificar sus propiedades
fisicoquimicas®*®. Ademas, este anillo susceptible a un ataque nucledfilo facilita la
incorporacion de moléculas organicas, como pueden ser los principios activos
osteogénicos, en la red mediante enlaces covalentes®**. No obstante, a pesar de los
prometedores resultados in vitro obtenidos en nuestro grupo?®! y tras haber dopado el
recubrimiento con sales de Sr3* y Ca®®, investigaciones realizadas posteriormente
concluyeron que altas concentraciones de GRTMS mostraban un efecto inflamatorio que
podria perjudicar la biocompatibilidad de los recubrimientos®’. En el estudio proteémico
se observd una mayor afinidad de las proteinas relacionadas con el sistema del
complemento cuanto mayor era el porcentaje de GPTMS. La adsorcidn
significativamente mayor de la ficolina-2 (FCN2) y de la proteina C-reactiva (CRP), dos
activadores principales de distintas vias del complemento (de lectinas y clasica,
respectivamente), muestra que esta formulacion tiene un mayor potencial para
desencadenar una mayor respuesta inflamatoria®*®. En un intento de evitar la sefializacion
de inflamacidn de los recubrimientos base utilizados para realizar la liberacion controlada
de distintos iones y moléculas, se probo la formulacion con una relacion molar de
MTMOS del 70 % y de TEOS del 30 %, que mostro resultados prometedores tanto in
vitro como in vivo®. Los estudios in vitro presentaron una mayor proliferacion y
mineralizacion para este recubrimiento, mientras que los ensayos in vivo manifestaron

que dicho recubrimiento parece mejorar la capacidad de regeneracion 0sea ya que se da
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una formacion méas temprana de nuevas espiculas 0seas. Ademas, los parametros de
respuesta del organismo frente a un cuerpo extrafio estudiados, como el estado de la
médula Osea, la presencia de células gigantes y la evolucion de la cépsula fibrosa,
demostraron la biocompatibilidad de los materiales desarrollados y su potencial uso en

terapia dental.

2. Objetivos

A la vista de esta revision, uno de los desafios en la investigacién de materiales consiste
en desarrollar materiales y/o superficies que incrementen la tasa de éxito de los implantes
dentales, pudiendo ademas recortar los tiempos de recuperacion de la funcionalidad, asi
como su universalizacion, es decir, que sea posible la implantacion en aquellos pacientes
que tengan mayores dificultades de regeneracion 6sea bien debido a la edad o a cualquier
enfermedad que pueda interferir negativamente en este proceso, ampliando asi el abanico
de pacientes potenciales de llevar implantes dentales y mejorar su funcionalidad

bucodental y calidad de vida.

En ambos casos, promover el proceso de osteointegracién del implante es la mejor
solucion. Entre las alternativas para encarar las posibles soluciones y con el fin de evitar
las limitaciones anteriores, una de las opciones mas interesantes es la modificacién de las
superficies metalicas mediante recubrimientos que consigan la mejora de la
osteointegracion. Asi, el objetivo general de esta tesis doctoral es el desarrollo de
recubrimientos osteoinductores biofuncionales, obtenidos via sol-gel, que
promuevan la osteointegracion del implante dental, utilizando la caracterizacion

protedmica para anticipar la respuesta in vivo.

Para conseguir este objetivo, se plantean diferentes vias de actuacion que se

complementan entre si y constituyen los tres objetivos especificos del trabajo:

e Desarrollo de nuevos recubrimientos biocompatibles, que promuevan procesos de
regeneracion dsea. Para ello se adicionaran sales de estroncio y de calcio sobre el

recubrimiento base que actuara como vehiculo de liberacion controlada.
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e Caracterizacion de las propiedades fisicogquimicas, asi como de la
biocompatibilidad (mediante protedmica y experimentacion in vitro e in vivo) de

cada uno de los recubrimientos desarrollados.

e Establecimiento de correlaciones entre los patrones de proteinas adheridas al
biomaterial y los respectivos patrones biolégicos in vitro, para establecer
biomarcadores proteinicos capaces de anticipar la respuesta del material in vivo.

Con estos objetivos se pretende, ademas de desarrollar recubrimientos que promuevan la
osteointegracion de los implantes dentales, predecir el comportamiento in vivo de los
biomateriales, mediante la identificacién de las proteinas adsorbidas en las diferentes
superficies, realizando una caracterizacion mas rapida y reduciendo la experimentacion
animal. En suma, se trata de validar una nueva metodologia basada en el desarrollo de

nuevos sistemas para poder acelerar sus ensayos clinicos y comercializacion final.

3. Diseno Experimental

El disefio experimental llevado a cabo para la consecucion de estos objetivos se

esquematiza en la siguiente figura:
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Figura 1.14. Representacion esquemdtica del disefio experimental.
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El primer paso para lograr el objetivo final es protocolizar el desarrollo de los diferentes
recubrimientos hibridos sol-gel y su caracterizacion fisico-quimica, proteémica y
bioldgica in vitro para asi optimizar el uso de estos como vehiculos de liberacion de

compuestos osteogenicos (Capitulo 2).

En el Capitulo 3 se dopa el recubrimiento hibrido sol-gel 7M:3T, desarrollado
anteriormente por nuestro grupo de investigacion, con distintas cantidades del compuesto
osteogénico SrCl,. Tras la caracterizacion inicial, se realiza el analisis protedmico para
identificar el cambio de proteinas adheridas al recubrimiento por el efecto de la adicion
de Sr. También se evallan los efectos del aumento del contenido de Sr en los ensayos in

vitro (PCR y ELISA) con osteoblastos y macréfagos.

Tras la incorporacion de Sr, el Ca es el protagonista en el Capitulo 4. Aqui se adicionan
concentraciones crecientes de CaClz en la red sol-gel de silicio. Después de las primeras
caracterizaciones, se analizan las proteinas adsorbidas en estas superficies modificadas
con Ca para reconocer cuales son aquellas que se han adherido preferentemente.
Igualmente se estudia el comportamiento in vitro de los nuevos biomateriales en contacto

con las células.

La estrategia utilizada para detectar la validez de los biomateriales basada en conocer
cémo varian los patrones de proteinas en nuevos biomateriales se vuelve a utilizar en el
Capitulo 5, incorporando diferentes proporciones de Sr y una cantidad fija de Ca.
También se realizan los diferentes ensayos fisico-quimicos y se analiza el
comportamiento in vitro con respecto al potencial osteogénico de los recubrimientos

sintetizados.

Finalmente, en el Capitulo 6, se efectlia una evaluacion biologica de las consecuencias
locales después de la implantacién in vivo. Para ello se realizan estudios histolégicos, de
biocompatibilidad e histomorfométricos de los biomateriales sintetizados. Este tipo de
experimentacion es un paso necesario y previo a los ensayos clinicos a realizar antes de

su posible comercializacion.
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Materiales y técnicas experimentales

En este trabajo, se propone la sintesis de recubrimientos hibridos tipo sol-gel, partiendo
de la combinacion de dos precursores de silicio con distintos grupos funcionales
orgénicos, que aumenten la biocompatibilidad y la osteointegracion de los implantes
dentales. Esta investigacion es continuacion de estudios anteriores de nuestro grupo de

investigacion-2,

Los precursores silicicos tienen una estructura del tipo R’nSiORz-n), donde R’ es la cadena
orgénica que permanecera en el material final y le proporcionara propiedades especificas,
y OR es el grupo alcoxi que, a través de las reacciones de hidrolisis y condensacion del

proceso sol-gel, conducira a la formacion de una red polisiloxanica.

El sol obtenido se aplicard en sustratos diferentes, en funcion de la caracterizacion

posterior que se vaya a realizar.

1. Materiales

Los precursores seleccionados para formar la red polisiloxanica son el
metiltrimetoxisilano (MTMOS, Sigma-Aldrich) y el tetraetoxisilano (TEQS,
Sigma-Aldrich). En la Figura 2.1 se muestra un esquema de la estructura molecular de

cada uno de ellos.

\/O\SL/O\/ /O\SL/

Figura 2.1. Estructura molecular de los precursores de silicio TEOS (izquierda) y MTMOS (derecha).
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EI MTMOS es un silicato organicamente modificado con tres grupos alcoxi y un grupo
funcional orgénico (metilo) que permanece intacto tras la sintesis. La importancia de éste
radica en que mejora la biocompatibilidad del sistema. Por otro lado, el TEOS es un
ortosilicato altamente hidrofilo con cuatro grupos alcoxi que favorecen la degradacion de

la red siloxanica creada y, por tanto, la liberacion de silicio del material.

Se selecciona el recubrimiento con una relacion molar de MTMOS del 70 % y de TEOS
del 30 % porque en estudios previos se ha comprobado que promueve el proceso de
osteointegracion, ya que es en este recubrimiento donde se observa mayor diferenciacion
de las células madre mesenquimales a células dseas®, y en los estudios in vivo realizados
a partir de la implantacion en tibia de conejo, demostrd6 buenas propiedades
osteointegrativas y, cualitativamente, la actividad osteogénica era alta, induciendo el
crecimiento de nuevas espiculas de tejido 6seo desde la region cortical hacia la cavidad

medular®.

Se afladen dos elementos diferentes a las formulaciones, Sr y Ca, como se ha comentado
anteriormente y en distintas proporciones. Se agregaran en forma de sales, concretamente
SrCl; (Sigma-Aldrich) y CaCl; (Sigma-Aldrich).

Se han sintetizado recubrimientos hibridos cargados con 0.5, 1 y 1.5 % en peso de SrCl;
y CaCly, respectivamente. También se han dopado con diferentes mezclas de estas sales
(Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Formulaciones utilizadas y nomenclatura de las mismas.

Nomenclatura % SrCl; % CaClz
TM:3T - -
7M:3T-0.5Sr 0.5 -
7M:3T-1Sr 1 -
7M:3T-1.5Sr 15 -
7M:3T-0.5Ca - 0.5
7M:3T-1Ca - 1
7M:3T-1.5Ca - 15
7M:3T-0.5Sr-0.5Ca 0.5 0.5
7M:3T-1Sr-0.5Ca 1 0.5
7M:3T-1.5Sr-0.5Ca 15 0.5
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Los materiales se han obtenido como recubrimientos sobre distintos sustratos o como film
libre, en funcion del tipo de ensayo de caracterizacion a realizar. Los sustratos utilizados

fueron los siguientes:

e Placas de acero inoxidable 316L (50 mm x 50 mm), suministradas por Ramon

Navarrete Soria S.A.

e Portaobjetos de vidrio para microscopio (76 mm x 26 mm x 1 mm, Menzel-

Glaser).

e Moldes de teflon (@ = 50 mm y 2.2 mm de profundidad), proporcionados por
Mecanizados Suguz S.L.U.

e Discos de titanio cpTi, grado IV (@ = 10 y 12 mm, y 1.2 mm de espesor),

suministrados por GMI-llerimplant S.L.

e Miniimplantes de titanio cpTi, grado IV (4 mm de longitud, y 3 mm y 2 mm de
diametro en la cabeza y en el cuerpo, respectivamente), abastecidos por GMI-Ilerimplant
S.L.

2. Obtencion de los recubrimientos

2.1. Sintesis por el método sol-gel

Para obtener el recubrimiento base se ha preparado una disolucion de los precursores en
isopropanol (Sigma-Aldrich) con una relacién en volumen alcohol:precursor 1:1. La
eleccion de este disolvente se debe a que se mejora la miscibilidad entre los precursores

ya que estos son insolubles en agua.

A esta disolucion mantenida en agitacion (300 r.p.m.) con un agitador magnético, se le
afiade, gota a gota, la cantidad estequiométrica necesaria de agua para que se produzca la
hidrolisis de los grupos alcoxi presentes en los precursores empleados. El agua se afiade
acidificada hasta pH 1, mediante la adicion de HNO3z (Sigma-Aldrich), con el fin de

catalizar la reaccion.
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La agitacion se mantiene durante 1 h para permitir la completa hidrélisis de todos los
grupos y, a su vez, comienzan a darse las diferentes reacciones de condensacion.
Transcurrido este tiempo, se detiene la agitacion y se mantiene 1 h en reposo para que el
sistema se estabilice, continlen las reacciones de condensacion y se dé la gelificacion.
Estos tiempos de reaccion, asi como los de reposo han sido fijados en base a estudios

previos®. La sintesis descrita se representa, de forma esquematica, en la Figura 2.2.

Agua
acidificada Gel

1Y%5 [F 3
Isopropanol 2 1 h agitacién 4

+ +
Precursores 1 h reposo

Figura 2.2. Esquema de la sintesis de los recubrimientos.

Los recubrimientos dopados con las sales de estroncio y calcio se sintetizan siguiendo la
metodologia descrita anteriormente, pero con un paso previo. En este caso, la cantidad
requerida (0.5, 1 y 1.5 % en peso de sal respecto a los silanos) se disuelve en el agua

acidificada, que sirve como catalizador de la reaccion.

2.2. Aplicacion, secado y curado de los recubrimientos

Una vez realizada la sintesis, el sol obtenido bien se deposita sobre el sustrato
seleccionado para poder obtener el recubrimiento o bien se vierte sobre un molde de teflén

para la obtencién de la pelicula libre.

Todos los sustratos requieren un pretratamiento antes de depositar el sol sobre ellos. Cada

uno de ellos se basa en un protocolo diferente:

e A las placas de acero inoxidable 316L se les realiza un tratamiento superficial
consistente en el desbastado con papel de lija de grano 220, en cuatro direcciones en
forma de cruz y aspa, con el fin de aumentar la adherencia del recubrimiento.

Posteriormente, se limpian en repetidas ocasiones, primero con agua destilada y jabén y
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por Gltimo con acetona para eliminar los posibles restos organicos. Se secan al aire y se

guardan en un lugar limpio y seco hasta su uso.

» Los portaobjetos de vidrio se limpian introduciéndolos en un bafio de ultrasonidos
(Selecta Ultrasons-P) en una disolucién de acido nitrico al 25 % en volumen durante 15
min. Posteriormente, se realiza un lavado con agua destilada y se introducen nuevamente
en el bafio de ultrasonidos en agua destilada. Se vuelven a lavar con agua destilada y se
secan en estufa a 80 °C. Después se introducen en un desecador durante 15 min y se

utilizan una vez hayan alcanzado la temperatura ambiente.

e Los moldes de teflon se limpian con agua destilada y acetona para eliminar

posibles impurezas.

e Los discos de titanio fueron proporcionados libres de impurezas y esterilizados
por radiaciéon UV. Estos tienen una topografia heterogénea como resultado de un
pretratamiento de la superficie con la técnica combinada de granallado con particulas de
oxido de aluminio de 4 um y un ataque acido sumergiendo los discos en acido sulftrico
durante 1 h, con el objetivo de simular los tratamientos aplicados sobre implantes
dentales. Todos los discos fueron posteriormente lavados con ultrasonidos en acetona,
etanol y agua purificada (18.2 Q) sucesivamente (20 min en cada bafo); y finalmente
secados a vacio. Estan dispuestos en un embalaje de 10 unidades y se mantienen asi hasta

el momento de recubrirlos.

e Los miniimplantes de titanio reciben el mismo tratamiento que los discos. Estas
protesis constan de un doble envase, siendo el envase secundario de plastico técnico y el
envase primario de vidrio Pyrex®. Este ultimo contiene un soporte de titanio donde se

aloja Unicamente el miniimplante dental.

Después de preparar las diferentes superficies, en funcion del ensayo a realizar y el
sustrato a recubrir, se utilizan distintas técnicas para la deposicion del sol sobre el sustrato.

2% ¢¢

Las técnicas empleadas han sido “flow-coating”, “drop-coating” y “dip-coating”.

e En la técnica de “flow-coating” el sol se vierte con una pipeta Pasteur de forma
continua sobre la superficie que se encuentra inclinada 45° respecto a la horizontal, tal y
como se muestra en la Figura 2.3. El proceso se repite 3 veces para asegurar que toda la
superficie ha sido recubierta. Tanto las placas de acero inoxidable como los portaobjetos
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de vidrio, se han recubierto mediante esta técnica, aunque en estos Ultimos se realiza por

las dos caras.

\//\
Sustrato
~)

Recubrimiento

Figura 2.3. Técnica de deposicion “flow-coating”.

El espesor del recubrimiento depende del &ngulo de inclinacién del sustrato, de la
viscosidad del sol y de la velocidad de evaporacién del disolvente. Una ventaja de este
método es que los sustratos grandes, aun no siendo planos, pueden ser recubiertos con
bastante facilidad. Por otra parte, un inconveniente es que el espesor del recubrimiento

no es uniforme?®,

e Los portaobjetos de vidrio también se recubren mediante la técnica de “drop-
coating” (Figura 2.4). En este caso, se depositan 500 pL del sol sobre la superficie de

estos dejando que se expanda homogéneamente por toda ella.

4 FIICEE

Deposicion Evaporacion

Figura 2.4. Técnica de deposicion “drop-coating”.
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e La técnica de “dip-coating” puede describirse como un proceso en el que el
sustrato se sumerge en un liquido, donde tras un tiempo de inmersién previamente
establecido, se retira a una velocidad definida (Figura 2.5). En este caso se ha utilizado
un dip-coater ND-DC 11/1 150 (Nadetech Innovations S.L.). Esta técnica se ha utilizado
para recubrir los discos y los miniimplantes de titanio. Estos sustratos se introdujeron en
el sol a una velocidad de inmersion de 60 mm/min, se mantuvieron en la solucion durante

1 minuto y finalmente se retiraron a una velocidad de extraccion de 100 mm/min.

R/ NegzA
| | R/ N7
- R_/ A
Inmersion Deposicion Evaporacion

Figura 2.5. Técnica de deposicion “dip-coating”.

e Paraobtener una pelicula libre, se vierten 3 mL de sol-gel sobre un molde de teflon
antiadherente, obteniéndose films de bajo espesor, a los que posteriormente se les aplican

los procesos correspondientes.

Una vez depositado el sol sobre el sustrato seleccionado o vertido sobre el molde de
teflén, se hace un tratamiento térmico de curado en estufa con el objetivo de promover
las reacciones de condensacién y la eliminacion de los disolventes de la red (agua,
alcohol...), dandose las etapas de secado y densificacion. Los sustratos se introducen en
la estufa a 80 °C, durante 2 h. De esta manera, la red se hace més densa y solidifica.
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3. Técnicas experimentales

3.1. Caracterizacion morfoldgica

3.1.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La topografia de la superficie de las muestras se ha caracterizado mediante Microscopia
Electronica de Barrido (SEM). Esta técnica se basa en la interaccion de un haz de
electrones con el material a estudiar. Esta cantidad de energia hace que se desprendan los
electrones de la superficie (Ilamados secundarios) y estos son captados por detectores que

forman una imagen de alta calidad.

Para llevar a cabo el anélisis se recubren discos de titanio de 12 mm. Posteriormente, se
recurre a un Sputter Coater (BALTEC SCD500) para realizar un recubrimiento fino por
sputtering con platino a la muestra. De esta manera, se logra aumentar su conductividad

y la observacién por SEM es 6ptima.

Se utiliza un Microscopio de Barrido Electrdnico (Leica-Zeiss LEO 440) adquiriendo las

imagenes a un voltaje de 15 kV.

3.1.2. Perfilometria dptica

La rugosidad del biomaterial es un pardmetro importante en el anclaje celular. Para
caracterizar esta propiedad, se utiliza un Perfilémetro modelo Dektak 6 (Veeco
Instruments Inc) que permite la caracterizacion del perfil y de la rugosidad de las

muestras.

Se realizan recubrimientos en discos de titanio de 12 mm y se toman 3 medidas de cada

uno de los materiales sintetizados, obteniendo el perfil y los parametros de rugosidad.
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3.2. Adherencia

Para la realizacion de este ensayo se preparan recubrimientos obtenidos sobre placas de
acero. Primero se realiza una inspeccion visual de las muestras obtenidas para apreciar la
ausencia o presencia de grietas o poros, la uniformidad de las caracteristicas superficiales,
la transparencia y el brillo; y, posteriormente, se determina la adherencia del film

depositado.

La adherencia del recubrimiento al sustrato metalico se analiza mediante la técnica de
“corte por enrejado”. La norma ISO 2409 determina que hay que colocar la placa
recubierta sobre una superficie planay rigida, y realizar 2 cortes en cuadricula, empleando
una cuchilla, y ejerciendo una presién uniforme que sea necesaria y suficiente para
alcanzar el material del soporte sin dafiarlo excesivamente. En este caso se ha utilizado
una cuchilla de paso de 2 mm con 6 cortes (Neurtek Instruments S.A.). Posteriormente,
se cepilla la zona ensayada con una brocha suave 5 veces en cada sentido de cada diagonal
de la cuadricula. A continuacion, se pega una tira de cinta adhesiva sobre la cuadricula,
presionando firmemente sobre ella, se despega después de 90 s tirando rapidamente del
extremo no adherido con un &ngulo lo més aproximado a 180°. Finalmente, se observa la
superficie con un microscopio éptico (Leica M165C) y se compara su aspecto con el

esquema de la Figura 2.6 para determinar el grado de adherencia.

L | Ll
Apariencia
Desprendimiento 0% <5% <15% <35% <65 %
Clasificacion 0 1 2 3 4

Figura 2.6. Clasificacion segun la norma ISO 2409.
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3.3. Caracterizacion quimica

Los materiales se caracterizaron quimicamente mediante dos técnicas: espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier con Reflectancia Total Atenuada (FTIR/ATR) y
Resonancia Magnética Nuclear del atomo de silicio (?*Si-RMN) en estado liquido y en
estado sélido. Para la FTIR/ATR y para la RMN en estado solido, se ha necesitado el film

libre pulverizado.

3.3.1. FTIR/ATR

Con la espectroscopia FTIR/ATR se puede estudiar la red siloxanica formada en los
recubrimientos base y en los dopados. Aqui, el recubrimiento hecho polvo se coloca en
el accesorio de ATR del equipo (Nicolet 6700 FT-IR). Los espectros se obtienen por
transmision en el intervalo 4000-600 cm™ (correspondiente a la region del infrarrojo

medio).

3.3.2. Si-RMN

La espectroscopia de RMN del &tomo de silicio se emplea para realizar el seguimiento de
las reacciones implicadas en el proceso sol-gel y para estudiar el grado de

entrecruzamiento de la pelicula final.

Mediante 2°Si-RMN en estado liquido se realiza el seguimiento de las reacciones de
hidrolisis y condensacion que se dan durante el proceso sol-gel. El estudio se lleva a cabo
en un espectrometro Bruker AVANCE NEO 500 equipado con una sonda BBOF con
gradientes en el eje Z. Todos los espectros se registraron a temperatura ambiente,
empleando una secuencia CPMG con un filtro de T2 de 5 ms, para poder eliminar las
sefiales provenientes del tubo. La frecuencia de °Si empleada fue 99.362 MHz. Se
registraron 71K puntos con una ventana espectral de 17857 Hz, tiempo de adquisicion de

1 sy tiempo de espera de 20 s.

Se registra un espectro antes y después de afiadir el agua acidificada con la sal necesaria
disuelta (para determinar las posiciones base de las bandas de cada precursor) y uno cada

hora, durante 3 h, para poder analizar la variacién de las bandas tras las reacciones.
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Para ello, se afiade el alcohol y los precursores en un tubo de RMN. También se agrega
una disolucion 2.5 mM de acetilacetonato de cromo, Cr(acac)z (Sigma-Aldrich), en
metanol deuterado, d-MeOH (Sigma-Aldrich), como agente de relajacion de spin,
permitiendo adquirir los espectros del a&tomo de silicio en un menor periodo de tiempo?’.
Se afiade un 5 % de la cantidad total de la mezcla de esta disolucion y otro 5 % de
d-MeOH puro.

Por otro lado, mediante 2°Si-RMN en estado sélido se caracteriza la estructura final del
recubrimiento tras el curado. En este caso el analisis se realiza en un espectrometro Bruker
400 Avance 111 WB PLUS equipado con una sonda de 4 mm MASDVT 400WB BL4 de
tres canales. Se utilizaron rotores de zirconio y la velocidad de giro de las muestras fue
de 10 KHz. Para la adquisicién del espectro de silicio (79.5 MHz) se utilizé la secuencia
de pulsos CPMAS (Cross Polarization Magic-Angle Spinning) y un pulso de r.f de 40
KHz, ademéas de un tiempo de contacto de 2 ms y un tiempo entre pulsos de 5 s. La

anchura espectral fue de 32 KHz.

Para la identificacion de las diferentes especies que se forman, se emplea el sistema de
anotacion desarrollado por Lippmaa et al'®. A los 4tomos de silicio se les denomina Q o
T en funcion del nimero de atomos de oxigeno a los que estén unidos, esto es, Q si esta
unido a cuatro (como en el caso del TEOS) y T si lo esta a tres (MTMOQOS). Del mismo
modo, a cada letra (Q o T) se le afiade un subindice que indica el nmero de atomos de
oxigeno que a su vez estan unidos a otro &tomo de silicio, por lo tanto, este muestra el
namero de formaciones siloxano respecto de cada 4&tomo de silicio. Por consiguiente, las

especies con un grado mayor de condensacion seran aquellas con el subindice mas alto.

Para las estructuras T, se esperan desplazamientos quimicos entre -40 y -80 ppm y para
las estructuras Qn entre -80 y -120 ppm. Las especies con mayor grado de condensacion

presentan un desplazamiento quimico a valores mas negativos®®.

A continuacion, se muestran las posibles estructuras que pueden coexistir durante el

proceso sol-gel (Figura 2.7).
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R R R R
XO——Si—O0X XO——Si—OSi XO——Si— OSi Si0O— Si—OSi
OX OX OSi OSi
T, T, T, T,
OX OX OX OoX OSi

XO——Si—0X XO——Si—O0Si XO——Si—OSi SiO——Si——O0Si SiO——Si—OSi
OX OX OSi OSi OsSi

Qo Q Q, Q; Q4

Figura 2.7. Estructuras que pueden coexistir durante el proceso sol-gel.

3.4. Determinacion del grado de hidrofilia/hidrofobia

Una propiedad importante de los materiales para aplicaciones biomédicas es la hidrofilia
de las superficies, ya que de ella puede depender la adsorcion de proteinas v,
consecuentemente, el comportamiento celular. Tal y como indican diversos autores, la
adherencia de las proteinas es mayor en superficies hidrofobas?®. Por el contrario,
diversos estudios afirman que las superficies hidréfilas, al contrario que las hidréfobas,
tienden a mejorar las primeras etapas de la adhesion celular, la proliferacion, la
diferenciacion y la mineralizacion 6sea?l. También es una propiedad que influye en los

fendmenos de degradacion y, por tanto, en la liberacion de los agentes introducidos.

La medida comparativa de la hidrofilia/hidrofobia de los distintos films obtenidos se
determina mediante la medida del &ngulo de contacto que se forma entre una gota de agua
ultrapura y el recubrimiento estudiado. Una superficie hidrofoba es aquella donde el
angulo de contacto entre la gota y la superficie del sustrato es mayor de 65°. Por el

contrario, si el &ngulo de contacto es menor de 65°, se considera una superficie hidrofila??.

Para ello se recubren discos de titanio de 12 mm con cada una de las formulaciones. Se
emplea un goniometro (Dataphysics OCA 20) que cuantifica el &ngulo formado entre el
perimetro de la gota dispensada y el recubrimiento. Como liquido se utiliza agua milli-Q

y las gotas se forman aplicando una dosificacion media de 1 pL/s y un volumen de gota
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de 10 pL. Las medidas se realizan con ayuda del software SCA20 a temperatura ambiente
y exactamente 10 s después de la deposicidn de la gota sobre el recubrimiento. Se emplean
5 discos por recubrimiento depositando 2 gotas en cada uno. Se mide tanto el angulo
derecho como el izquierdo (Figura 2.8), de forma que para cada recubrimiento se obtienen
20 medidas.

S CLCETCLTTTTR ST EFTERPIY Y

Figura 2.8. Esquema del dngulo de contacto entre una gota y una superficie.

3.5. Ensayo de degradacion hidrolitica

Los recubrimientos sol-gel obtenidos son materiales biodegradables, ya que en contacto
con un medio acuoso degradan hidroliticamente®*24, Los productos liberados son
reabsorbidos por el organismo y, concretamente, los basados en silice tienen propiedades
osteogénicas®. Del mismo modo, el fenomeno de degradacion es determinante en la
cinética de la liberacion de los agentes introducidos, ya que gran parte de la liberacion se
produce asociada a este fendmeno. Ahi radica la importancia del estudio de la cinética de

degradacion.
La degradacion ocurre mediante la reaccion de hidrdlisis que se detalla a continuacion:
SiO2 + 2H20 — Si(OH)x (aq)

Para la realizaciébn de este ensayo se preparan recubrimientos obtenidos sobre
portaobjetos de vidrio mediante el proceso “flow-coating”. El procedimiento de estudio
de la degradacion consiste en la introduccion de la muestra en 50 mL de agua destilada,
durante un tiempo determinado, en una estufa a 37 °C (simulando la temperatura

fisiologica). La cinética de degradacion se estima mediante la pérdida de masa del
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recubrimiento durante un periodo de 8 semanas, concretamente, se extraen a los 7, 14,
28, 42 y 56 dias, secadndolas a vacio durante 24 h y midiendo el porcentaje de pérdida de
masa en cada periodo a través de la ecuacion 2.1, donde M, corresponde a la masa de la
muestra antes de su inmersion en agua destilada y Mg a la masa tras la inmersion y

posterior secado. El ensayo se realiza por triplicado.

Ma Md

Pérdida de masa (%) = i
a

[Ec.2.1]

3.6. Ensayos de liberacion

Tal y como se ha mencionado en el apartado anterior, los recubrimientos se degradan
hidroliticamente en contacto con un medio acuoso, liberando diferentes productos. En
este caso, los recubrimientos basados en silice liberan Si (IV). Este silicio desprendido en
bajas concentraciones mejora la actividad de los osteoblastos?®® que son las células

encargadas de la regeneracion ésea.

Con este estudio se cuantifica la cantidad de silicio que libera cada recubrimiento,
obteniendo una relacién con la velocidad de osteoinduccion de los materiales sintetizados

y la proliferacion y crecimiento de los osteoblastos.

Del mismo modo, los recubrimientos obtenidos se pueden emplear como sistemas de
liberacion controlada de calcio y estroncio. Esta propiedad puede resultar de gran
importancia ya que la liberacion local disminuye el riesgo de efectos secundarios
derivados de la administracién por via oral, y ademas puede mejorar la eficacia al
administrarse localmente en la zona de interés. Dicha liberacion se produce, como se ha
mencionado con anterioridad, como consecuencia de la degradacion hidrolitica del

material.

Para la realizaciébn de este ensayo se preparan recubrimientos obtenidos sobre
portaobjetos de vidrio mediante el proceso “drop-coating”, depositando 0.5 mL del sol.
Estos se sumergen en 50 mL de agua milli-Q y se conservan en una estufa a 37 °C durante
un tiempo de 4 semanas. Se toman alicuotas de 500 pL que se llevan a matraces aforados
de10mL,alas 2, 4,8, 24, 72, 168, 336, 504 y 672 h. El ensayo se realiza por triplicado.
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El anélisis cuantitativo de los diferentes elementos se ha realizado mediante

espectroscopia de emisién con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES).

El equipo utilizado (Horiba Jobin Yvon, Activa) tiene un nebulizador concéntrico de
cuarzo Meinhard, una camara de pulverizacion de tipo Scott y una conexién de vaina de
cuarzo estandar entre la cdmara de pulverizacion y la antorcha. Diariamente, el ICP-AES
se verifico utilizando una solucién estdndar de 5.0 mg/L que contiene Al, Cd, K, Mg y
Zn. Se comprobd que la robustez del plasma (relacion de intensidad para las lineas Mg
280.270 y 285.213) fuera superior a 6.0. La resolucién maxima se verificé utilizando las
lineas Cd 226.502 y K 766.490 (ancho de pico inferior a 12 y 22 pm para el Cd y el K,
respectivamente). Finalmente, la estabilidad del sistema se determind utilizando las
siguientes lineas: Al 396.152, Cd 226.502, Pb 220.353 y K 766.490 nm, para que la

Desviacién Estandar Relativa fuera inferior al 3.0 % en mediciones de 2 h.

3.7. Analisis protedmico de las proteinas adsorbidas en
la superficie

3.7.1. Obtencion de la capa de proteinas adheridas

Cada disco de titanio de 12 mm de didmetro fue incubado en un pocillo de una placa de
24 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) con 2 mL de suero humano, obtenido
de plasma AB masculino (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), durante 180 min a 37 °C
y un 5% de CO.. Pasado este tiempo, el suero fue retirado y las muestras fueron sometidas
a un proceso de 5 lavados consecutivos con 200 pL de agua milli-Q y un lavado final con
200 pL de una disolucion de NaCl 100 mM en Tris-HCI 50 mM, a pH 7, con el objetivo
de eliminar las proteinas no adsorbidas. La eluciédn final se obtuvo sumergiendo el disco
en una disolucién de dodecilsulfato sddico (SDS) al 4 %, ditiotreitol (DTT) 100 mM y un
tampon de bicarbonato de trietilamonio 0.5 M (TEAB; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). EI método experimental estd basado en un estudio previo de Kaneko et al?’. Se
Ilevaron a cabo un total de 3 réplicas independientes para cada tipo de superficie, estando
cada réplica constituida por la mezcla de la elucién de 4 discos distintos. Ademas, se
cuantifico la cantidad total de proteina en el suero antes del ensayo, empleando el kit
Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del

fabricante. Se determind una concentracion de 51 mg/mL.
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3.7.2. Ensayo de protedmica

Las muestras con las eluciones de proteina se enviaron al grupo de Proteémica del Centro
de Investigacién Cooperativa en Biociencias (CIC bioGUNE) de Derio (Bizkaia). Alli
fueron resueltas en un 10 % de gel de poliacrilamida, empleando una célula de
electroforesis Mini-Protean 1l (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). El gel fue tefiido
empleando la tincién comercial SYPRO Ruby (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Seguidamente el gel fue lavado y cada banda fue cortada en 4 partes. Cada
una de estas partes fue sometida a un proceso de digestion con tripsina siguiendo un
protocolo estandar?®. Los péptidos obtenidos fueron resuspendidos en &cido férmico al
0.1 % y analizados mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS/MS). La separacion de los péptidos fue llevada a cabo en un sistema de
cromatografia liquida nanoAcquity UPLC (Waters, Milford, MA, USA) conectado a un
espectrometro SYNAPT G2-Si (Waters). Las muestras fueron cargadas en precolumnas
Symmetry 300 C18 UPLC (5 pm, 180 um x 20 mm, Waters) conectadas a columnas
BEH130 C18 (1.7 um, 75 pm x 200 mm, Waters). Las columnas fueron equilibradas con
un 3 % de acetonitrilo y 0.1 % de acido formico. Los péptidos fueron eluidos utilizando
un gradiente creciente del 3 % al 50 % de acetonitrilo en 60 min con un flujo de
300 nL/min. Se utilizd un espectrometro SYNAPT G2-Si ESI Q-Mobility-TOF (Waters)
equipado con una cdmara de movilidad i6nica (T-Wave-IMS), para analizar los péptidos.
Los datos de LC-MS fueron recogidos en modo HDDA, que mejora las intensidades de
sefial usando la separacion por movilidad ionica. La identificacion de las proteinas se
llevd a cabo con el buscador MASCOT Search Engine (Matrix Science, London, UK;
http://www.matrixscience.com) a través del software Proteome Discoverer v.1.4 (Thermo
Fisher Scientific). La tolerancia en la medida de la masa de los péptidos fue de 10 ppm,
y de 0.2 Da para los fragmentos. La carbamidometilacién de cisteinas fue seleccionada

como modificacion fija y la oxidacion de la metionina como modificacién variable.

Se empled el programa informéatico Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Newcastle-
upon-Tyne, UK) para llevar a cabo el analisis diferencial de las proteinas identificadas
entre las superficies estudiadas. Los archivos originales fueron importados al programa y
se selecciond una de las muestras como referencia, con la cual se alinearon las masas
precursoras en el resto de muestras. Las muestras se agruparon en las categorias

experimentales apropiadas y se compararon. Las diferencias entre los grupos solo se
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consideraron para las abundancias de péptidos con un valor de ANOVA p < 0.05y una
ratio > 1.3 en cualquier direccion. Las proteinas fueron consideradas como diferenciales
siguiendo estos mismos parametros estadisticos. Ademas, las proteinas detectadas fueron
clasificadas respecto a las funciones empleando la base de datos PANTHER (Protein
ANalysis THrough Evolutionary Relationships, www.pantherdb.gov/) y DAVID (the

Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, david.ncifcrf.gov).

3.8. Caracterizacion bioldgica in vitro

Se han llevado a cabo diferentes ensayos in vitro con el objetivo de evaluar el
comportamiento de los recubrimientos en contacto con las células. Con ello se determina
laidoneidad del recubrimiento para su uso como material biomédico. Los ensayos in vitro
han sido realizados en el grupo de Polimeros y Materiales Avanzados (PIMA) del
Departamento de Ingenieria de Sistemas Industriales y Disefio de la Universitat Jaume |
(UJI) de Castellén.

Las lineas celulares utilizadas han sido la de osteosarcoma de raton de laboratorio
(MC3T3-E1) y la de macrdfagos de raton murino (RAW 264.7). Los cultivos celulares
de osteoblastos y macréfagos se han realizado segun el protocolo propuesto por Romero-

Gavilan et al®.

3.8.1. Citotoxicidad

La citotoxicidad del biomaterial se evalu6 siguiendo la norma 1ISO 10993-5. Se realiz6 el
ensayo “Titer Proliferation” (Promega, Madison, W1I) de acuerdo con las indicaciones del
fabricante. Como control negativo, se utilizé un pocillo solo con células. Como control
positivo, las células se incubaron en latex, un compuesto tdxico para estas. Si la viabilidad
celular de los osteoblastos se reduce en mas de un 70 % en el periodo de tiempo analizado

respecto al control, se puede concluir que el material es citotoxico.

Para realizar el ensayo se requiere de una tripsinizacion del cultivo celular y de una
siembra celular en una placa de 96 pocillos, donde la densidad sera de 10000
células/pocillo. Los discos se esterilizan por radiacion UV durante 20 min por cada una

de sus caras. Después se les afiade 1 mL de Suero Fetal Bobino (FBS) y se conservan
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durante 24 h a 37 °C, siendo esto el extracto del material. Tras realizar todo el protocolo,
se finaliza leyendo la absorbancia a 490 nm, obteniendo los valores de densidad Optica
(OD).

Una vez realizada la lectura, se determina la viabilidad celular 100 % utilizando la
ecuacion 2.2, donde cuanto mayor es el valor de este parametro, mayor es el potencial

citotéxico de la muestra.

100 x OD
Viabilidad 100 % = eXtracto  [Ec.2.2]
ODblanco

3.8.2. Proliferaciéon celular

Para determinar la proliferacion celular sobre los recubrimientos sintetizados, se utilizd
el reactivo de viabilidad celular alamarBlue™ (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Las células MC3T3 se cultivaron en placas NUNC™ de 48
pocillos (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) con una densidad de 10000
células/mL. Tras un periodo de tiempo de 1, 3y 7 dias, se evalud la proliferacion celular

siguiendo el protocolo del fabricante.

3.8.3.PCR

a) Aislamiento de ARN vy sintesis de ADNc

El ARN total se obtuvo a partir de ambas lineas celulares cultivadas en los discos de
titanio recubiertos con sol-gel, usando TRIzol (tiocianato de guanidina 1 M, tiocianato de
amonio 1 M, acetato de sodio 3 M, glicerol al 5 %, aquafenol al 38 %). La cantidad,
integridad y calidad del ARN resultante se midieron utilizando un espectrofotometro
NanoVue® Plus (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, Reino Unido). Para cada
muestra, se convirtié aproximadamente 1 pg de ARN total en ADNCc utilizando el kit
PrimeScript RT (Perfect Real Time) (TAKARA Bio Inc., Shiga, Japon). EI ADNc
resultante se diluyo en agua libre de ADNasas a una concentracion adecuada para un

adecuado andlisis de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

b) PCR cuantitativa en tiempo real (ReTi-gPCR)
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Antes de la ReTi-gPCR, se disefiaron los cebadores con secuencias de ADN especificas
disponibles en NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore), empleando el software
PRIMERS3plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Los
niveles de expresion se midieron usando cebadores de Thermo Fischer Scientific (Tabla
2.2). Se utilizo la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GADPH) para normalizar los
datos obtenidos de la ReTi-qPCR y como control enddgeno. Las reacciones ReTi-gPCR
se llevaron a cabo utilizando SYBR PREMIX Ex Taq (Tli RNase H Plus) (TAKARA Bio
Inc.), en un sistema de PCR en tiempo real Applied Biosystems StepOne Plus™ (Foster
City, CA, USA). Los parametros utilizados fueron los siguientes: una etapa inicial de
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, seguida de 40 ciclos de 55a 95 °C y de 34 sa 60
°C. La etapa final es de un ciclo de 155295 °C y de 60 s a 60 °C.

Tabla 2.2. Secuencias utilizadas para la realizacion de las PCR.

Linea celular Gen Secuencia

F: CCAGCAGGTTTCTCTCTTGG
R: CTGGGAGTCTCATCCTGAGC

F: TTGCTTCAGCTCCACAGAGA

MC3T3-E1 ALP

Ambas TGF-B R: TGGTTGTAGAGGGCAAGGAC
F: AGCC CCCAGTCTGTATCCTT
RAW 264.7 TNF-a R: CTCCCTTTGCAGAACTC
3.84. ELISA

Para evaluar la actividad de la ALP se analizo la conversion del p-nitrofenilfosfato (p-
NPP) en p-nitrofenol. Para ello, se sembraron células MC3T3-E1 en las diferentes
superficies en placas NUNC™ de 48 pocillos (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) con una densidad de 17500 células/mL. Después de cultivarlas durante 7 y 14 dias,
las células se sumergieron en un tampon de lisis (Triton X-100 al 0.2 %, Tris-HCI 10
mM, pH 7.2) y se incubaron a 4 °C durante 10 min. Después de la centrifugacion (7 min,
14000 rpm, 4 °C), se afiadieron 100 pL de p-NPP (1 mg/mL) en un tampdn de sustrato
(glicina 50 mM, MgCl, 1 mM, pH 10.5) a 100 pL del sobrenadante. Después de 2 h de
incubacion en oscuridad (37 °C, 5 % de CO), se midi¢ la absorbancia a 405 nm utilizando
un lector de microplacas. La actividad de la ALP se calcul6 usando una curva estandar de
p-nitrofenol en hidroxido sddico 0.02 mM. Se uso un kit de ensayo Pierce BCA (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) para calcular el contenido de proteina total en la

muestra y para normalizar los niveles de ALP.
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Por otro lado, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) se cuantifico en los medios de
cultivo celular de RAW 264.7 expuestos a los materiales. Después de 2 y 4 dias de cultivo,
el medio se recogid y se congeld hasta su posterior analisis. La concentracion de TNF-a,
se determind con un kit de ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA; Thermo

Fischer Scientific) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.9. Analisis estadistico

Los datos se sometieron a un analisis de varianza unidireccional (ANOVA) con una
prueba post-hoc de comparaciones multiples de Newman-Keuls. Las diferencias con
p <005 (™), p<001C**yp<0.001 (***) se consideraron estadisticamente

significativas entre los materiales dopados y el recubrimiento base 7M:3T.
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Recubrimientos dopados con Sr

1. Introduccion

El papel del estroncio en el campo de la regeneracion 6sea ha alcanzado un gran
reconocimiento en los Gltimos afios tal y como se puede comprobar por el incremento

anual del nimero de publicaciones sobre este tema (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Evolucion de las publicaciones sobre el estroncio y la regeneracion ésea (Web of Science).

Tal y como se ha explicado en la introduccion, se trata de un metal traza que se encuentra
en el hueso en cantidades relativamente pequefias (solo el 3.5 % del contenido de calcio)?,
pero cuyo efecto sobre el metabolismo dseo es indudable ya que actla aumentando y
manteniendo la formacion 6sea al impulsar la diferenciacién y maduracion de los
osteoblastos?, mientras inhibe la actividad de los osteoclastos responsables de la resorcion
6sea’. Ademas, pequefias cantidades de este elemento pueden ayudar en la estabilizacion

de la estructura 6sea, y tiene un efecto positivo en la osteogénesis®.

El gran interés del efecto del Sr en la regeneracion del tejido 6seo se ha reflejado en el
disefio y estudio de nuevos biomateriales que liberan Sr°. Las redes organico-inorganicas
obtenidas por el método sol-gel ya se han utilizado para desarrollar nuevos biomateriales
que liberan estroncio, mostrando un comportamiento osteogénico prometedor. Asi,
Almeida et al. sintetizaron un material hibrido basado en el sistema PDMS-SiO, con
capacidad para liberar Sr en un rango de concentracién adecuado para la induccion de la

reparacion del tejido 6seo®. Por otro lado, Omar et al. obtuvieron recubrimientos por el
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método sol-gel que contenian nanoparticulas de silice funcionalizadas con Sr cuya
respuesta in vivo era buena en cuanto a morfologia y calidad dseas’. Igualmente, John et
al. desarrollaron scaffolds o andamios hibridos con iones de Sr incorporados con
prometedores resultados in vitro®. También nuestro equipo de investigacion ha sintetizado
un recubrimiento con Sr que muestra una mayor expresion génica de marcadores

osteogénicos in vitro®.

Este elemento se utiliza, cada vez mas, en tratamientos clinicos de regeneracién 6sea y
en enfermedades de los huesos como la osteoporosis'®!!. Concretamente, el ranelato de
estroncio y el cloruro de estroncio se han utilizado en la osteoporosis con el fin de
disminuir el riesgo de fracturas dseas'?. En aplicaciones dentales en particular, el Sr se
considera un elemento que mejora y acorta la recuperacion después de la implantacion.
Asi, Zhang et al. fabricaron un implante de titanio con la superficie nanoporosa a la que
incorporaron Sr, obteniendo unos resultados que sugerian que dicho implante lograba una
rapida osteointegracion mejorando tanto la angiogénesis como la osteogénesist®. Por otra
parte, un estudio realizado anteriormente por nuestro grupo de investigacién de la primera
capa de proteinas adsorbida en las superficies que llevan este ion metalico, ha evidenciado
que puede tener un papel clave en la regeneracion 6sea'®. No obstante, en otro estudio
posterior, tal y como se ha comentado en la introduccidn, y gracias a la caracterizacion
de las proteinas adsorbidas y los cultivos in vitro, se evidencio la existencia de una
reaccion inflamatoria del propio recubrimiento base causada por el precursor GPTMS®,
Estos procesos inflamatorios fueron desencadenados por la activacién de la cascada del

complemento, fundamentalmente por las vias clasica y de lectinast®.

Por otra parte, el efecto de la concentracion podria ser crucial. Neves et al. expusieron
gue pequefas cantidades de Sr serian suficientes para tener impacto en la formacion y
remodelacion del hueso®. A su vez, Dagang et al. compararon distintos porcentajes de Sr,
encontrando una respuesta mayor con concentraciones mas altas de este elementol’.
Igualmente, Schrooten et al. encontraron que el efecto del Sr en la formacion y
mineralizacion 6seas era dependiente de la dosis*®. Por tanto, para este estudio se han
sintetizado recubrimientos hibridos cargados con 0.5, 1 y 1.5 % en peso de cloruro de
estroncio (Tabla 2.1) con el fin de obtener recubrimientos con propiedades osteogénicas

mejoradas.
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2. Resultados

2.1. Caracterizacion morfoldgica

2.1.1. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Los recubrimientos obtenidos no presentan separacién de fases ni precipitados de SrCl

como se puede observar en las micrografias de SEM (Figura 3.2).

15.0kV SEL SEM

- lopm scIc
15.0kVv SEI SEM WD 10mm

Figura 3.2. Micrografias por SEM de los recubrimientos (a) 7M:3T, (b) 7M:3T-0.5Sr, (c) 7M:3T-1Sr y (d) 7M:3T-1.55r.

Observando a grandes aumentos los recubrimientos con mayor porcentaje de sal, se
pueden apreciar pequefias porosidades de unos 100 nm (Figura 3.3). Estos poros presentes
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pueden atribuirse a espacios vacios que derivan de la evaporacion de los compuestos

volatiles que quedan atrapados dentro del recubrimiento®®.

e— 100nm SCIC EE——
X 80,000 15.0kV SEI SEM WD 10mm X 20,0 15.0kV SEI SEM

Figura 3.3. Detalle de las micrografias por SEM de los recubrimientos (a) 7M:3T-1Sr a 80000 aumentos y
(b)7M:3T-1.55r a 20000 aumentos.

2.1.2. Perfilometria optica

Mediante esta técnica se obtienen los perfiles bidimensionales de los recubrimientos
realizados con los distintos materiales. Gracias al software del equipo se obtiene el valor

de Ra, un pardmetro que cuantifica la rugosidad de la superficie.

La importancia de estos ensayos radica en que la rugosidad es un parametro critico en el
proceso de adhesion celular, por lo que es clave para la osteointegracion del implante?,

]

Figura 3.4. Representacion grdfica de Ra para los diferentes sistemas dopados con SrCl,.
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A la vista de los resultados, se puede observar que los materiales sol-gel sintetizados
cubren la rugosidad inicial de los discos de Ti, provocando una disminucion en el
parametro Ra obtenido utilizando el perfildbmetro dptico (Figura 3.4). Sin embargo, el
valor de Ra aumenta ligeramente a medida que se incorporan mayores cantidades de Sr,
aunque las diferencias no son significativas tras un test Newman-Keuls de comparaciones
multiples. Se confirma también que estos recubrimientos no presentan defectos notables,

ni crateres ni grandes poros.

2.2. Adherencia

Se caracteriza la adherencia del recubrimiento al metal por medio de la técnica de corte
por enrejado. Para todas las formulaciones se obtienen recubrimientos adheridos al metal,
sin desprendimiento del recubrimiento en ningin caso. Todos los recubrimientos
presentan buenas propiedades superficiales, a saber, uniformidad, ausencia de grietas,

transparencia y brillo.

Una vez realizados los cortes en cuadricula y tras despegar la cinta de tira adhesiva de la
superficie, se observa la misma con un microscopio 6ptico para comprobar la cantidad de

material perdido y asi determinar el grado de adherencia (Figura 3.5).

Todos los recubrimientos, tanto los base como los dopados con los distintos porcentajes,
no presentan desprendimiento de material alguno, por lo que se pueden clasificar como
“desprendimiento 0”. Por lo tanto, la adherencia del recubrimiento al sustrato es maxima
en todos los casos.
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Figura 3.5. Ensayos de corte por enrejado para los sistemas (a) 7M:3T, (b) 7M:3T-0.55r, (c) 7M:3T-1Sr y
(d) 7M:3T-1.5Sr, a un aumento de x0.73.

2.3. Caracterizacion quimica

2.3.1.FTIR/ATR

Esta técnica es una de las mas utilizadas para identificar las reacciones tipo sol-gel, ya
que permite caracterizar la estructura quimica de los materiales obtenidos. Con este
ensayo se determina la red polisiloxanica, mediante la identificacion de las bandas
correspondientes a los enlaces Si-O-Si. Ademas, se puede evaluar si las distintas
condiciones de sintesis aplicadas, al afadir las diferentes proporciones del agente

dopante, han afectado a la formacion de la mencionada red polisiloxanica.

En la Figura 3.6 se muestran los espectros IR obtenidos para los recubrimientos hibridos

dopados con diferentes porcentajes de SrCl..
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7M:3T-1.5Sr

7M:3T-1Sr

7M:3T-0.5Sr

TM3T

SSs

)0 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumbers (cm-1)

Figura 3.6. Espectros IR del sistema 7M:3T base y dopado con diferentes porcentajes de SrCl,.

En todos los espectros se detecta una region asociada a los enlaces Si-O-Si de la red
formada (entre 600 y 1200 cm™). Todos los espectros tienen en comdn dos bandas
intensas alrededor de 1075 cm™ y de 1165 cm, correspondientes a la vibracion de tension
asimétrica del enlace Si-O-Si. Alrededor de 760 cm™ se observa la banda asociada a la
vibracion de tensidn simétrica de este enlace. Todas estas bandas confirman que se han
conseguido obtener, en todos los casos, redes polisiloxanicas??, demostrando que el

dopado no afecta negativamente a la formacion de estas.

También se observa la banda asociada a productos residuales de la reaccion sol-gel. Asi,
a 940 cm* aparece una banda asociada a la vibracion de tension de los grupos terminales
Si-OH. La intensidad de esta en todos los espectros es baja, por lo que son pocos los
grupos silanol gque no han condensado. Esto quiere decir que la red que se ha formado es

considerablemente densa.

Por otra parte, la presencia del grupo metilo (no hidrolizable) del MTMOS la confirman
las bandas a 2975 cm™ y a 1275 cm™ debidas a la vibracion de tension asimétrica del
grupo -CHs y a la vibracion de deformacion del grupo metilo del enlace Si-CHs,

respectivamente??.
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2.3.2.#Si-RMN

La caracterizacion quimica de los materiales obtenidos se completa mediante la
29Si-RMN. Este tipo de espectroscopia permite estudiar el entorno de los d&tomos de silicio
de los sistemas, es decir, se puede obtener informacion acerca del grado de hidrélisis y

condensacion de los compuestos siloxanicos.

En las siguientes figuras (3.7 a 3.10), correspondientes a los espectros de 2°Si-RMN en
estado liquido, se muestra la evolucion en el tiempo, tanto de la hidrélisis como de la

condensacion, en los diferentes sistemas.
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Figura 3.7. Espectro 2°Si-RMN liquido del sistema 7M:3T base.
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Tz
T Q,

T Qs t=3h
t=2h
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Qs t=0h

MTMOS
TEOS
I TM:3T-0.55r
30 35 40 45 80 55 50 -85 70 75 80 5 90 95 400  -105 10 15 120
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Figura 3.8. Espectro 2°Si-RMN liquido del sistema 7M:3T-0.55r.
T2
T
Q. Q;

T ? t=3n
t=2h
t=1h

& t=0h
MTMOS
TEOS
TM-3T-1Sr
-3:0 -3‘5 -ﬂlﬂ 43:5 -5‘[] -5‘5 —SIU -5‘5 -7‘[] ; —SIU -5‘5 -BIU -5;5 -WIUU -1[‘]5 -HU -1‘15 -1‘20

-75
5 (ppm)
Figura 3.9. Espectro 2°Si-RMN liquido del sistema 7M:3T-1Sr.
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Figura 3.10. Espectro 29Si-RMN liquido del sistema 7M:3T-1.5Sr.

Como se puede apreciar en todas las formulaciones, a tiempo cero predominan las
especies con menor grado de condensacion y, a medida que va transcurriendo el tiempo,
va disminuyendo la intensidad de las mismas, mientras que la intensidad de las sefiales

correspondientes a las especies de mayor grado de condensacién va aumentando.

El precursor MTMOS presenta un desplazamiento quimico alrededor de -40 ppm. Al
afiadir el agua acidificada esta sefial desaparece completamente, lo que implica la muy
rapida condensacion de este precursor una vez hidrolizado, ya que tampoco se observa el
pico correspondiente al precursor hidrolizado, y aparecen las sefiales asociadas a las
especies condensadas T1 y T2. A la primera hora de reaccion, ya se observa una mayor
intensidad de la sefial correspondiente a la especie T, y a las dos horas comienza a
aparecer la banda correspondiente a Ts. Cuanto mas tiempo transcurre desde la adicion
del agua acidificada, las sefiales de las especies T y Tz aumentan considerablemente, en
detrimento de la sefial correspondiente a T1. La tendencia es similar en todos los sistemas,
obteniéndose todas las especies condensadas posibles para el MTMOS: T1, T2 (la mas
abundante) y Ts.

En el caso del TEOS, el desplazamiento quimico del precursor se encuentra a -82 ppm.
En el instante en el que se afiade el agua acidificada, esta sefial permanece y aparecen
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sefiales asociadas a las especies condensadas Q: y Q. La sefial correspondiente a la
especie Q1 se hace muy pequefia a la primera hora de reaccion, siendo casi inapreciable.
La sefial asociada al precursor se mantiene hasta la primera hora de reaccion, aunque su
intensidad ya es muy baja, y desaparece totalmente a las 2 horas del ensayo. A su vez, a
medida que transcurre el tiempo de reaccion, aumenta la intensidad de las sefiales
asociadas a las especies Q2 y Qz, siendo siempre el pico correspondiente a Q> mayor que
el de Qs. Los espectros son similares en todos los sistemas, lograndose todas las especies

condensadas del TEQS, excepto la mas condensada (Qa).

Los desplazamientos quimicos de cada especie se resumen en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Valores de desplazamiento quimico de las sefiales de 2°Si-RMN liquido de los precursores.

Precursor Especie S (ppm)
To -40
T, -A7
MTMOS

T, -57
T3 -65
Qo -82

-83

TEOS o

Q2 -92
Qs -101

A la vista de los resultados obtenidos queda patente que, transcurridas dos horas desde la
adicion del agua acidificada, en ningin caso las especies mayoritarias son las de mayor
grado de condensacion. Por ello, se recurre a un tratamiento térmico con el objetivo de

conseguir una mayor condensacion de las especies, y asi una red polisiloxanica reticulada.

Para el estudio de la red final formada tras el curado (a una temperatura que no afecte
negativamente a los compuestos), se utiliza la técnica de 2°Si-RMN de sélidos. Durante
el tratamiento térmico se promueven las reacciones de condensacion, donde los grupos
silanoles contiguos que no han reaccionado anteriormente, lo hacen para dar grupos

siloxano, produciéndose asi un aumento del entrecruzamiento.

A continuacion, en la Figura 3.11 se muestran los espectros de 2°Si-RMN de solidos

realizados para todos los sistemas.
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Figura 3.11. Espectro 29Si-RMN sdlido del sistema 7M:3T + % SrCl,.

El espectro muestra las sefiales de las especies T> y Tz del precursor MTMOS, y las
asociadas a las especies Q2, Q3 y Qa4 del TEOS. Las ratios de las areas de los picos Tz y
T2 se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Ratio de las dreas de los picos T3y T, obtenidas por 2°Si-RMN.

Formulacién Ratio Ts/T2
TM:3T 3.35
7M:3T-0.5Sr 3.20
7M:3T-1Sr 3.16
7TM:3T-1.5Sr 3.13

Como se puede observar en las ratios Ta/T2, tras el tratamiento térmico, la reticulacion de
la red es ligeramente menor al aumentar el contenido de la sal de Sr. Ahora bien, las
especies mas condensadas aumentan en todos los casos. En el caso del MTMOS, la sefial
mas intensa corresponde a la especie mas condensada (T3). En lo referente al TEQOS,
puede apreciarse la especie Q4 (la mas condensada) que no se veia en los espectros

obtenidos en estado liquido, aunque es la especie Qs la méas abundante.
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Los resultados obtenidos demuestran que mediante el tratamiento térmico se promueven
las reacciones de condensacion. En otras palabras, aumenta la presencia de las especies
condensadas consiguiéndose una red entrecruzada densa, no viendose afectada en gran

medida por la incorporacion de la sal de Sr, en ninguna de las proporciones.

24. Determinacion del grado de hidrofilia/hidrofobia

La hidrofilia de los recubrimientos influye en su afinidad por el agua, y por lo tanto podra
influir en su velocidad de degradacion. Cuanto menor es el angulo de contacto, mas
hidréfilo es el material, es decir, absorberd agua mas facilmente, estando favorecida asi

su degradacion.

Con el fin de caracterizar el grado de hidrofilia/hidrofobia se realizan medidas del angulo

de contacto, que forma una gota de agua destilada, sobre los recubrimientos sintetizados.

Los valores obtenidos para cada recubrimiento se representan en la Figura 3.12.
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Figura 3.12. Valores de dngulo de contacto de los recubrimientos de los sistemas 7M:3T + % SrCl,. (*** p <0.001)

Como se puede observar, el recubrimiento del material base 7M:3T convierte la superficie
de titanio en una superficie mucho maés hidrofila, presentando un angulo de contacto de
alrededor de 50°. La adicion de SrCl a este material provoca un incremento considerable

del angulo de contacto (con valores que rondan los 75°), resultando tener un caracter mas
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hidrofobo que el base, pero siendo todavia mas hidrofilo que el disco de titanio sin

recubrir, y sin mostrar diferencias con el porcentaje de sal incorporada al recubrimiento.

Con todo, para estos recubrimientos el &ngulo de contacto ronda los 70°, siendo este
resultado muy interesante, ya que es el valor que esta descrito en bibliografia como el
angulo de contacto optimo para la adhesion celular?®, proceso inicial importante para una

buena respuesta tisular.

2.5. Ensayo de degradacion hidrolitica

Los recubrimientos sol-gel, como se ha dicho anteriormente, pueden degradarse en
contacto con agua, tanto por erosién como por hidrolisis de las peliculas. La degradacién
del recubrimiento esté unida a la posible capacidad osteorregeneradora del mismo, ya que

se liberan productos basados en silicio, que se reabsorben por el organismo.

Para evaluar la cinética de degradacion por hidrdlisis de los recubrimientos se mide la
pérdida gradual de peso experimentada en el tiempo. Los resultados para los diferentes

sistemas se muestran en la Figura 3.13.
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Figura 3.13. Degradacion hidrolitica de los recubrimientos del sistema 7M:3T + % SrCl,.
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En los tres sistemas dopados se observa una pérdida considerable de material en los
primeros siete dias del ensayo, mientras que, a partir de ese tiempo, la pérdida se hace
menos pronunciada, mas gradual, hasta llegar a valores casi constantes. Del mismo modo,
aunque en menor medida, el recubrimiento base presenta el mismo perfil. En lo referente
a la adicion del agente dopante, los sistemas con SrCl, muestran porcentajes de
degradacion mayores que el sistema base, siendo muy pequefia la diferencia entre los tres
recubrimientos cargados con la sal de Sr en diferentes proporciones.

2.6. Ensayos de liberacion

La degradacién hidrolitica de estos recubrimientos provoca la liberacidn tanto de iones
de Si como de Sr. Ambos elementos podrian tener un papel crucial en la regeneracion del

tejido dseo, por lo que ahi radica la importancia del estudio de la liberacion de los mismos.

El silicio que se libera en los procesos hidroliticos de degradacion tiene una gran
capacidad osteorregeneradora, esto es, promueve la creacidn de tejido éseo alrededor del
implante?*. EI Si desprendido en bajas concentraciones no solo no es téxico, sino que

afecta positivamente a la proliferacion celular?®.

Esta liberacion esta condicionada por el grado de entrecruzamiento de la red formada que,
en este caso, tal y como se ha visto por 2°Si-RMN de sélidos, es muy similar. También es
un factor importante la hidrofilia de cada formulacién, y como se ha observado, esta
disminuye con la adicion de Sr, aunque entre los recubrimientos con diferentes cantidades

de sal no hay diferencias significativas.

En la Figura 3.14 se muestran los resultados obtenidos mediante ICP-AES de la liberacion

de Si para los diferentes sistemas.
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Figura 3.14. Liberacion de silicio del sistema 7M:3T + % SrCl,.

Como se puede observar, el ion silicio se libera de una forma continuada durante las
cuatro semanas que dura el ensayo. Esto es muy positivo ya que es un elemento
importante en la osteointegracion, cuya etapa primera, la formacion del hueso reticular,

dura alrededor de 4 a 6 semanas.

El perfil de liberacién de silicio de los recubrimientos es similar al de la degradacion
hidrolitica, habiendo una diferencia notable entre el sistema sin dopar y los tres dopados,

donde, no hay grandes diferencias entre ellos.

Teniendo en cuenta que el recubrimiento actia como medio para la liberacion localizada
de diferentes sustancias, gracias a los procesos de absorcion de agua y posterior
degradacion hidrolitica del mismo, se estudio, también por ICP-AES, la liberacion de los

iones Sr al medio.

A continuacién, se muestran las curvas de liberacion de Sr que presentan los diferentes

sistemas (Figura 3.15).
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Figura 3.15. Liberacion de Sr del sistema 7M:3T + % SrCl,.

Como se puede observar en la figura los tres recubrimientos presentan unos perfiles de
liberacion idénticos, con una liberacion muy rapida en las primeras horas del ensayo,
seguido de una ralentizacion de la misma. Se observa ademas una mayor liberacion

cuanto mayor es el contenido de la sal en el recubrimiento.

2.7. Andlisis protedmico de las proteinas adsorbidas en
la superficie

El andlisis LC-MS/MS identific6 111 proteinas distintas unidas a las superficies
estudiadas (Anexo 1). La cuantificacion relativa de proteinas entre los recubrimientos
dopados con Sry el material sol-gel base se llevé a cabo utilizando el software Progenesis
Ql. Ademas, se emplearon las bases de datos DAVID y PANTHER para clasificar las

proteinas segun sus funciones.
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Los resultados del analisis comparativo de Progenesis QI se muestran en las Tablas 3.3y
3.4, donde se pueden observar los cambios en los patrones de las proteinas adsorbidas
cuando se comparan las muestras dopadas con Sr con la referencia del recubrimiento base.
El andlisis diferencial de Progenesis QI reveld 46 proteinas adsorbidas, de las cuales 6
estdn menos adheridas a la superficie del biomaterial cuando se afiade SrCl; a la red sol-
gel en comparacion con la muestra de referencia (Tabla 3.3). Por el contrario, otras 40
proteinas tienden a aumentar su afinidad y se encuentran adsorbidas en las superficies de

los materiales dopados con Sr en mayores proporciones (Tabla 3.4).

Tabla 3.3. Andlisis diferencial Progenesis QI de proteinas menos adsorbidas en recubrimientos dopados con Sr
(7M:3T-0.55r, 7M:3T-1Sr y 7M:3T-1.55r) respecto al material base. Las proteinas detectadas con ANOVA p < 0.05
(en amarillo) y una ratio inferior a 0.77 (en rojo) se consideraron significativamente diferentes (en negrita).

7M:3T-0.5Sr 7M:3T-1Sr
vs 7TM:3T vs 7TM:3T

Cadigo Proteina p Ratio p Ratio p Ratio
APOD Apolipoprotein D 0.017 0.75 0.207 0.79 0.197 0.89
ALAGL g’?}'/gg;r(l)tgﬁ:dl 0821 123 0533 138 0043 059
ALAG2 g’?;gg;rit:ﬁ:dz 0947 113 0553 135 0027 057
ZA2G Zg'{;/i:;fg‘;li 0681 096 0485 086 0006 053
ANT3 Antithrombin-111 0019 019 0463 062 0096 035
proc ~ VitaminK-dependent ..\ 541 0006 014 0006 035

protein C

Tabla 3.4. Andlisis diferencial Progenesis QI de proteinas mds adsorbidas en recubrimientos dopados con Sr
(7M:3T-0.55r, 7M:3T-1Sr y 7M:3T-1.55r) respecto al material base. Las proteinas detectadas con ANOVA p < 0.05
(en amarillo) y una ratio superior a 1.3 (en verde) se consideraron significativamente diferentes (en negrita).

7M:3T-0.5Sr 7M:3T-1Sr
vs TM:3T vs 7TM:3T

Cédigo Proteina p Ratio p Ratio p Ratio

HRG Histidine-rich glycoprotein ~ 0.415 1.39 0.010 9.51 0.020 11.23

FAll Coagulation factor XI 0.192 1.60 0.000 9.09 0.055 6.85
CADH1 Cadherin-1 0.498 1.83 0.031 6.77 0.302 5,21
Procollagen C-
PCOC1 endopeptidase enhancer 1 0.210 5.04 0.038 17.68 0.156 4.06
Kvsoz ~'9kappachain V-ii 0059 339 0001 1249 0561  4.06
region SIE
KNG1 Kininogen-1 0.021 1.95 0.005 4.19 0.148 3.21
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Ig lambda-2 chain

LAC2 - 0.238 2.09 0.006 7.23 0.402 2.92
C regions

APOC1 Apolipoprotein C-I 0.031 2.37 0.018 2.43 0.103 2.77

APOC4 Apolipoprotein C-1V 0.004 193  0.021 1.85 0.003 2.71

TETN Tetranectin 0.036 216 0.006 3.59 0.221 2.53

CD5L CDS5 antigen-like 0.004 253 0001 332 0.057 2.50
Vitamin K-dependent

PROS protein S 0.001 284 0.007 3.75 0.088 2.3

APOL1 Apolipoprotein L1 0.001 1.93 0.029 1.55 0.001 2.32

SEPP1 Selenoprotein P 0.055 147  0.015 1.87 0.010 2.28
C4b-binding protein

C4BPA alpha chain 0.002 259  0.002 2.89 0.031 2.23
Ig heavy chain V-III

HV320 region GAL 0.002 266 0000 3.08 0.460 2.20

GELS Gelsolin 0.022 201 0003 401 0.110 2.19

SAA4  Serum amyloid A-4 protein  0.387 1.12 0.693 1.09 0.001 2.14

CFAH Complement factor H 0.087 1.46 0.006 3.22 0.033 2.08

Immunoglobulin lambda-

IGLL5 like polypeptide 5 0.259 177 0.008 414 0.274 2.07

AMBP Protein AMBP 0.402 1.26 0.017 3.35 0.219 1.96

APOH Beta-2-glycoprotein 1 0.107 2.79 0.040 6.15 0.917 1.88

HEMO Hemopexin 0.144 1.82 0.019 4.00 0.434 1.83

FA5 Coagulation factor V 0.078 1.96 0.038 2.42 0.278 1.71

Ig gamma-1 chain

IGHG1 C region 0.017 1.95 0.036 2.88 0.218 1.68

COo3 Complement C3 0.073 159  0.016 2.36 0.469 iLj5i5

AlAT Alpha-1-antitrypsin 0.066 1.85 0.005 3.69 0.307 1.54

Peptidyl-prolyl cis-trans

PPIB isomerase B 0.395 153 0.019 491 0.488 1.52

AACT  Alpha-1-antichymotrypsin ~ 0.094 1.73 0.002 3.87 0.155 1.52

THRB Prothrombin 0.411 113 0.097 1.36 0.036 1.52
Plasma protease C1

IC1 inhibitor 0.000 1.79  0.001 2.16 0.165 1.49

Inter-alpha-trypsin
ITIH4 inhibitor heavy chain H4 0.126 129  0.034 1.98 0.058 1.47
Complement C1r

CIR subcomponent 0.004 1.65 0.020 1.41 0.009 1.45

APOA2 Apolipoprotein A-11 0.023 1.45 0.682 1.07 0.050 1.32

KV105 Ig kappa chain V-1 0.66 129 0038 197 0444 125

region DEE
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HPT Haptoglobin 0.127 2.08 0.011 3.63 0.775 1.20

Inter-alpha-trypsin

ITIHL |\ ibitor heavy ohain iy 0088 179 0045 284 0766 116

PON1 Serum paracxonase / 0056 138 0044 181 0693 1.12
arylesterase 1

c1s Complement Cls 0049 139 0417 112 0681  1.06

subcomponent
A2MG Alpha-2-macroglobulin 0.458 1.43 0.039 2.32 0.999 1.00

Realizando el analisis de las proteinas adsorbidas de forma diferencial en las superficies
mediante la herramienta DAVID se han identificado proteinas relacionadas con los

procesos de inflamacidn, coagulacion sanguinea, fibrindlisis y regeneracion dsea.

Asi, aquellas cuyo valor estadistico p es inferior a 0.05 estdn marcadas en amarillo. Por
otro lado, las proteinas con una ratio menor a 0.77 o superior a 1.3 estan coloreadas en
rojo y en verde, respectivamente. Aquellas que cumplen la condicion de p < 0.05 y alguno
de los otros dos supuestos, se consideran significativamente diferentes y estan destacadas

en negrita.

Tal y como se puede observar en la Tabla 3.3, las proteinas ANT3 (con un pronunciado
descenso inicial) y PROC, relacionadas con los procesos de regulacion de la coagulacién
y activacion de la fibrindlisis, se encuentran en cantidades més pequefias en los
recubrimientos con Sr que en las superficies de los recubrimientos no suplementados. La
apolipoproteina APOD, importante en el estrés oxidativo, y las glicoproteinas ALAGL y
AlAG2, relacionadas con la respuesta en la fase aguda, también muestran una union
preferencial a las superficies del material base. La proteina ZA2G, perteneciente el

complejo principal de histocompatibilidad, muestra un comportamiento similar.

Entre las proteinas con mayor afinidad por las superficies de los recubrimientos dopados
con Sr (Tabla 3.4) se ha detectado un grupo cuyas funciones estan ligadas al sistema
inmune (C1S, C1R, CO3, C4BPA, CFAH, IC1 y las inmunoglobulinas IGLL5, IGHG1,
KV302 y LAC2). Ademas, se encuentra un grupo de apolipoproteinas como APOA2,
APOC1, APOC4, APOH, APOL1 y SAAA4. Estas apolipoproteinas tienen funciones
relacionadas con los procesos metabdlicos de las lipoproteinas y la union de fosfolipidos.
Por otro lado, se han identificado proteinas relacionadas con los procesos de coagulacion
sanguinea y fibrinolisis (A2MG, FA11l, FA5, HRG, KNG1, PROS y THBR). De hecho,
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HRG se encuentra en lo mas alto de la lista en la formulacion que contiene un 1.5 % de
Sr, donde se adsorbe 11.2 veces mas respecto a la muestra de referencia. También se han
encontrado las glicoproteinas ITIH4 y SEPP1 en estas superficies modificadas. Unidas
preferentemente a los recubrimientos cargados con Sr se pudieron encontrar también
proteinas intervinientes en la adhesion celular y la matriz extracelular, importantes para
la integracion del implante, como la TETN, que también esta vinculada con la
regeneracion dsea. La técnica LC-MS/MS permitio, ademas, la deteccion de proteinas
relacionadas, en cierto grado, con en el desarrollo de nuevo hueso como la PONL.
También fueron identificados componentes celulares/citoplasmaticos de union y
adhesion celular como la GELS, relacionada igualmente con la regeneraciéon dsea.
Finalmente se detectaron otras proteinas como A1AT, AACT, HEMO, HPT o PPIB,

relacionadas con diferentes procesos bioldgicos.

La Figura 3.16 muestra los cambios dependientes del contenido de Sr en la abundancia
normalizada de las principales proteinas relacionadas con los procesos de inflamacién
(C1R, C1S, CO3, IGLL5, K302 y LAC2 como activadoras; y CFAH, C4BPA, IC1 y el
grupo de apolipoproteinas como reguladoras), coagulacion (THRB, FA11l y FA5 como
iniciadoras; y ANT3 y PROC como reguladoras), fibrinolisis (HRG) y regeneracion dsea
(GELS, PON1y TETN).
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Figura 3.16. Abundancia normalizada en los recubrimientos enriquecidos con Sr del sistema 7M:3T.
(* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001)

El perfil en las gréficas correspondientes a las proteinas relacionadas con la activacion de
los procesos de inflamacion tiene un pico méximo en la formulacion con un 1 % de Sr,
excepto para la C1R y la C1S donde el mayor valor es para el recubrimiento con 0.5 %
de sal. En lo referente a las principales proteinas reguladoras de estos procesos
inflamatorios, como la CFAH, la C4BPA vy la IC1, muestran un perfil similar a las
activadoras, con valores mas altos en el recubrimiento con un 1 % de SrCl.. El resto, las

apolipoproteinas, en su mayoria, muestran un maximo en la formulacién mas dopada.

En cuanto a los procesos de coagulacion, la incorporacion del Sr lleva consigo el aumento
de la THRB y la disminucion de la ANT3, ambas pertenecientes a la via coman de la
coagulacion. Los dos factores de coagulacion que no forman parte de esta cascada (FA11l
y FA5), aumentan con el Sry presentan un maximo en las formulaciones dopadas con un

1 %. La PROC esta presente en la via intrinseca y en la comin ya que regula la
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coagulacion sanguinea inactivando los factores Va 'y VI111a2®. La abundancia normalizada
de la HRG, relacionada con la fibrinolisis, aumenta cuanto mayor es el porcentaje de sal
afiadido. Por ultimo, el perfil de los graficos en las proteinas relacionadas con la
regeneracion Osea es similar, aumentando con la presencia de Sr y dandose un maximo

en la formulaciéon 7M:3T-1Sr.

Las proteinas identificadas en el analisis de protedmica se han clasificado en base a sus
funciones, utilizando el programa PANTHER. Los resultados de esta clasificacion,
respecto a las funciones de las proteinas en vias de sefializacion, se muestran en la Figura
3.17.

7TM:3T-0.5Sr vs TM:3T TM:3T-1Sr vs TM:3T 7M:3T-1.5Sr vs TM:3T
B Coagulacion sanguinea

B Sealizacion FAS
Sefializacion CCKR
B Sefializacion Wnt

B Sefializacion Alzheimer —
sefalizacion presenilinas

M Sefializacion por
cadherinas

Figura 3.17. Andlisis de funciones en vias de sefializacion mediante PANTHER.

En la formulacion con un 0.5 % de Sr predomina la coagulacion y aparece la via de
sefializacion FAS, relacionada con la apoptosis y la patogénesis de enfermedades del
sistema inmunoldgico?’. Para los recubrimientos dopados con un 1 % se da un descenso
de la actividad de estas dos vias y aparecen otras 4 sefializaciones: CCKR, Wnhnt,
presenilinas y la sefializacién por cadherinas. Aunque aparecen en un porcentaje pequefio,
estas vias pueden estar relacionadas con en el proceso de regeneracion 6sea?®2°. Por
ultimo, en la formulacién con mayor porcentaje de SrCl, se da un importante aumento de
la actividad de la coagulacién, siendo la Gnica que se observa. Por lo tanto, se puede decir
que la coagulacion sanguinea es la via de sefializacion mas importante que aparece con el

Sry su influencia es muy elevada en la formulacion 7M:3T-1.5Sr.
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2.8. Caracterizacion bioldgica in vitro
2.8.1. Citotoxicidad

Con el objetivo de estudiar los posibles efectos toxicos de los recubrimientos sintetizados
sobre las células, se realizd un ensayo de citotoxicidad. Se determind la viabilidad celular
de osteoblastos (MC3T3-E1) a través de los valores de densidad éptica obtenidos

mediante ensayo “Titer Proliferation” descrito en el Capitulo 2.

En la Figura 3.18 se presentan los resultados de citotoxicidad para cada uno de los

recubrimientos obtenidos.
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1

Figura 3.18. Estudio de la citotoxicidad del sistema 7M:3T + % SrCl,.

Como se puede apreciar, todas las formulaciones ensayadas presentan una viabilidad
superior al 70 % con respecto al control, por tanto, se puede decir que ninguna

formulacion es citotéxica.
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2.8.2. Proliferaciéon celular

Mediante el ensayo de alamarBlue™ se estudio la viabilidad celular de osteoblastos
MC3T3 para periodos de incubacion de 1, 3y 7 dias con el objetivo de estudiar los efectos

de los recubrimientos sobre la proliferacion celular.

En la Figura 3.19 se muestran los valores de proliferacion celular obtenidos para las cuatro

series de formulaciones sol-gel y el control (Ti).
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Figura 3.19. Valores de proliferacion celular del sistema 7M:3T + % SrCl,.

Como se puede comprobar, al primer y tercer dia se obtienen valores de proliferacion
celular menores que para el control, principalmente para los recubrimientos que llevan Sr
en su formulacion, mientras que en el séptimo dia el comportamiento es el contrario,
siendo la proliferacion superior a la del Ti en todos los sistemas. Esto puede deberse a
dos factores, en primer lugar, que en los primeros dias la rugosidad propia del disco de
titanio granallado queda enmascarada, parcial o totalmente, por el recubrimiento, lo que
dificulta la adherencia celular; y, en segundo lugar, a la elevada degradacién hidrolitica
que se produce al poner el recubrimiento en contacto con un medio acuoso. Por lo tanto,
estas diferencias iniciales estaran probablemente mas relacionadas con el cambio de la
topografia final de los discos tras la deposicion de los recubrimientos®, tal y como se ha

observado en estudios anteriores®?.
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2.8.3.PCR

En las siguientes figuras se muestran los resultados de las distintas PCR realizadas en las
diferentes lineas celulares de osteoblastos (que proporcionan informacion sobre la

mineralizacion y regeneracion 6sea) y de macrofagos (que dan una idea de la

inflamacion).
4_
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IS ] 70M30T
s 0.5Sr
% 2 M 1Sr
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Figura 3.20. Expresion de genes de ALP para el sistema 7M:3T + % SrCl, (Osteoblastos: MC3T3). (** p <0.01)
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Figura 3.21. Expresion de genes de TGF-8 para el sistema 7M:3T + % SrCl; (Osteoblastos: MC3T3). (* p <0.05)
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En la Figura 3.20 se puede observar que los recubrimientos, tanto el base como los
dopados, muestran valores mayores de ALP que los del control, tanto a 7 como a 14 dias,
siendo este un comportamiento positivo, ya que se trata de un marcador osteogénico.

Destaca el valor del recubrimiento 7M:3T-0.5Sr tras 14 dias de ensayo.

Respecto a la expresion de genes de TGF-B con osteoblastos, en la Figura 3.21 existe una
sobreexpresion de todos los recubrimientos dopados respecto al base. Se trata de un

marcador osteogénico.

Wl T
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TNF-o relative fold

Figura 3.22. Expresion de genes de TNF-a para el sistema 7M:3T + % SrCl, (Macréfagos: RAW264.7). (* p <0.05)

En los ensayos con macr6fagos, en la Figura 3.22 se puede comprobar, teniendo en cuenta
que TNF-a es un marcador de inflamacién, que el Ti control, sin recubrimiento alguno,
causa mucha mas inflamacién que todos los discos recubiertos, tanto a 2 como a 4 dias

de cultivo, ya que los valores de TNF-a del Ti son mayores que el resto.
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Figura 3.23. Expresion de genes de TGF-8 para el sistema 7M:3T + % SrCl, (Macrofagos: RAW264.7).
(*p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001)
En lo referente a la expresion de genes de TGF-B con macrofagos, la Figura 3.23 muestra
una actividad antiinflamatoria con la incorporacion del Sr, ya que, tanto a 2 como a 4
dias, los valores de TGF-B son mayores para los recubrimientos que incorporan el Sr en

su formulacién que para el recubrimiento base.

En definitiva, a 2 dias, a la vez que aumenta el porcentaje de Sr, la inflamacion,
representada por la presencia del marcador TNF-a.,, es mayor respecto al recubrimiento
base. Lo mismo ocurre con el gen regulador TGF-B. A 4 dias, sin embargo, la inflamacion
provocada por la presencia del Sr desaparece, aunque los datos de TGF-B siguen siendo
mas altos que los del recubrimiento base. Esto es muy destacable porque la inflamacion

no parece cronificarse.

2.8.4. ELISA

Asi como la PCR es una prueba de diagnostico que permite detectar un fragmento del
material genético de las células, con el ensayo ELISA se obtienen resultados cuantitativos

de las proteinas expresadas por parte de las celulas a su entorno.

La evaluacién de la actividad de la ALP tras el cultivo de células MC3T3-E1 durante 7 y

14 dias, da una idea del proceso de mineralizacion celular.
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La Figura 3.24 muestra la cuantificacion de ALP detectada, como indicador de
mineralizacion inducida, por cada una de las distintas formulaciones de la serie de

recubrimientos desarrollada.
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Figura 3.24. Actividad de la ALP del sistema 7M:3T + % SrCl, (Osteoblastos: MC3T3). (*** p <0.001)

Como se puede observar en la figura, todos los recubrimientos inducen una ligera menor
mineralizacion que el Ti tras 7 dias de cultivo, estadisticamente no diferenciable. Ademas,
la actividad disminuye, también ligeramente, con el aumento de la concentracion de
agente dopante. A 14 dias, por el contrario, el recubrimiento base y el dopado con 1 % de
SrCl> presentaron valores mayores que el control, aunque las diferencias no son
estadisticamente significativas. En cambio, la incorporacion de un 1.5% de Sr supone un
descenso significativo de la actividad de la fosfatasa alcalina. Eso si, todos aumentaron
en el intervalo de una a dos semanas de estudio, traduciéndose en efectos positivos para

la diferenciacion celular.

Por otro lado, la Figura 3.25 muestra la concentracion de TNF-a determinada con un

ensayo ELISA después de 2 y 4 dias de cultivo de macréfagos RAW264.7.
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Figura 3.25. Resultados del ensayo ELISA para el sistema 7M:3T + % SrCl, (Macrofagos: RAW264.7).
(*p <0.05, *** p <0.001)
Corroborando los datos del apartado anterior se puede observar que el titanio sin recubrir
causa mucha mas inflamacion que los discos recubiertos. Igualmente, aunque el valor de
TNF-a disminuye al dopar el recubrimiento base, este aumenta, a su vez, a medida que
se incorporan mayores cantidades de Sr, sin llegar a superar el del sistema base al finalizar

el ensayo a 4 dias.

3. Discusion

La adicion de Sr a la red sol-gel presenta diferentes consecuencias en las caracteristicas

fisico-quimicas de la superficie del material base.

Los recubrimientos obtenidos presentan una buena apariencia, formando una pelicula
continua sobre los diferentes sustratos. Asi, la presencia de Sr en la formulacion no

modifica la adherencia del recubrimiento ni provoca grietas ni grandes porosidades.

Por otro lado, el dopado del recubrimiento base ha provocado una modificacion tanto de
la humectabilidad como de la rugosidad de la superficie (Figuras 3.4 y 3.12). Cuanto
mayor es el porcentaje de sal afiadida los materiales tienen un caracter mas hidréfobo y
rugoso. Una mayor rugosidad ha sido asociada, en numerosas ocasiones en la bibliografia,

a un mayor potencial osteointegrador?. Al comparar la regeneracion dsea obtenida con
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implantes sin tratar e implantes tratados superficialmente, se ha observado una mayor
deposicién de hueso en las primeras etapas y un mayor contacto implante/hueso en las
superficies mas rugosas®2. Ademas, estos cambios pueden alterar la afinidad entre los
materiales y las proteinas del suero, lo que afectaria a la deposicion de proteinas, y
definiria y condicionaria el comportamiento inicial de las células implicadas en los

procesos de cicatrizacion dsea.

Asimismo, el aumento de la rugosidad de la superficie puede estar asociado con una
mayor adsorcion total de proteinas®®. Sin embargo, este efecto en los cambios de la
rugosidad sobre la adsorcién de proteinas especificas no es lineal y las afinidades de las
diferentes proteinas pueden verse afectadas de manera desigual®. Los cambios en la
humectabilidad también pueden afectar a la adsorcion de proteinas®®. No obstante, hasta
ahora no se han podido correlacionar los efectos de las modificaciones de estas
propiedades en la adsorcion de proteinas especificas cuando se estudian sistemas

complejos de multiples proteinas, que es lo que se esta realizando en esta tesis.

La incorporacién de la sal de Sr no ha afectado a la formacién de la red tridimensional tal
y como se ha comprobado mediante las técnicas FTIR/ATR y 2°Si-RMN. La Figura 3.6
muestra que, en todas las formulaciones estudiadas, la red se ha formado con éxito, siendo
las bandas de los enlaces siloxano las mas intensas. Ademas, el la Figura 3.11 se ha
confirmado la formacion de la red, siendo los picos de mayor intensidad los

correspondientes a las especies con alto grado de condensacién (Tz y Qs).

En cuanto a la degradacién hidrolitica (Figura 3.13), los sistemas con SrCl, muestran
porcentajes de degradacion mayores que el sistema base, y esta aumenta cuanto mas
porcentaje del agente dopante se incorpora en la red 7M:3T, siendo muy pequefia la
diferencia. Esto concuerda con resultados previos realizados en el grupo®’. Se observan
niveles de degradacion superiores al 50 % después de 8 semanas de analisis. La
degradacion de los recubrimientos sol-gel es el resultado de un proceso de hidrolisis bien
conocido®, que permite la liberacion de la sal incorporada. Esto puede ser debido a que
las moléculas de la sal incorporada aumentan el volumen libre de la red, facilitando la
entrada del agua y, por lo tanto, una mayor degradacion, rompiéndose asi la red siloxanica
y provocando su liberacién al medio acuoso, que esta en contacto con el material.

Ademas, una vez iniciado el proceso de hidrolisis la disolucion de la sal en el medio
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facilitara el contacto de la parte interna de la red con el agua, lo que a su vez afectara de
alguna manera a la velocidad de hidrolisis. Por otra parte, hay que tener en cuenta que las
pérdidas de peso incluyen las pérdidas debidas a la liberacion del SrCl. al medio, lo que
puede contribuir a aumentar la diferencia entre las pérdidas de peso del recubrimiento

base y los recubrimientos dopados.

En cuanto a la liberacion de silicio al medio (Figura 3.14), el perfil, 16gicamente, es muy
similar al de la degradacion hidrolitica. En cuanto a las diferencias respecto a la tendencia
en los primeros dias y los posteriores en los valores obtenidos en los ensayos de liberacién
de Si y de degradacion hidrolitica por pérdida de peso, podria deberse al efecto de la
pérdida de peso correspondiente a la sal de Sr, que probablemente serd& mucho mayor al
inicio del proceso, y es lo que justifica esa pendiente inicial tan acusada en las curvas de
degradacion hidrolitica por pérdida de peso, y que no se observa en las curvas de

liberacioén de Si.

Por otra parte, se observa que, al igual que ocurria con las medidas de degradacion
hidrolitica por pérdida de peso, hay una gran diferencia en la liberacion de Si entre el
recubrimiento base y cualquiera de los recubrimientos dopados. Al analizar los datos de
la degradacion hidrolitica se indicaba que esto podia ser debido a que también contribuia
a la pérdida de peso la posible liberacion de la sal de Sr, pero esto no ocurre en este caso,
en el que Unicamente se mide la cantidad de Si que pasa al medio acuoso, luego se puede
concluir que la incorporacion de la sal al recubrimiento provoca un aumento de la
degradacion hidrolitica del mismo. La liberacion de Si es similar para las tres

formulaciones, llegando a liberarse unos 0.25 mg a los 28 dias.

Del mismo modo, se ha liberado mas Sr cuanto mayor era la concentracion del mismo en
la formulacion del recubrimiento (Figura 3.15). Se ha producido una liberacion rapida en
las primeras horas del ensayo seguida de una progresiva estabilizacion hasta el final del
mismo, llegando a valores de 0.7 mg en el material con mayor concentracion de SrCl»
(7M:3T-1.5Sr). Dado que la liberacion de la sal se debe a procesos de degradacion de la
matriz que lo contiene, a mayores degradaciones hidroliticas se daran mayores
liberaciones. A la vista de los resultados anteriores de degradacion por pérdida de peso y
por liberacion de Si, no existen grandes diferencias en cuanto al perfil de degradacion de

los tres sistemas. Por tanto, la diferencia que se observa en los valores de liberacion de
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Sr, serd debida principalmente a la concentracion de la sal en cada uno de los tres sistemas.
A mayor concentracion de sal de Sr (1.5 %), mayor es la cantidad liberada de este ion al

medio.

Las curvas obtenidas tienen el perfil de liberacion esperado, mostrando una primera
liberacion rapida proveniente del agente dopante que se encuentra en la zona mas
superficial, seguida de una liberacion més lenta del resto de la sal debida a la degradacién
del recubrimiento por el agua que entra en el espesor del mismo. Este perfil es muy
interesante ya que interesa que el agente actle fuertemente durante los primeros dias vy,

posteriormente, siga actuando hasta, al menos, los 28 dias.

Asi, mediante este estudio se confirma la capacidad de estos recubrimientos de liberar los

agentes dopantes hacia el exterior para cumplir su funcién osteorregeneradora.

Las diferencias en las propiedades fisico-quimicas de las distintas formulaciones afectan
en laabundanciay distribucidn de las proteinas depositadas. Por ende, es razonable pensar
que el comportamiento celular también se vera afectado por dichos cambios. Los diversos
ensayos in vitro permiten valorar el efecto de la adicion de Sr sobre el comportamiento

de los osteoblastos y los macréfagos.

Es importante sefialar que ninguno de los materiales sintetizados es citotdxico. A nivel
celular, el Sr?* tiene un efecto estimulante sobre los osteoblastos favoreciendo, a tiempos
largos de ensayo, su adhesién y posterior proliferacion.

En los ensayos PCR, donde se detecta el material genético de las células, la expresion de
genes de los marcadores osteogenicos ALP y TGF-p aumenta para todas las
formulaciones dopadas en comparacion al sistema base 7M:3T (Figuras 3.20 y 3.21). Es
estadisticamente destacable, en este sentido, la formulacion 7M:3T-0.5Sr a 14 dias. En el
ensayo ELISA (Figura 3.24) se observa que la expresion de genes de ALP aumenta en el
intervalo de una a dos semanas de estudio. A 14 dias, la incorporacién de un 1.5 % de Sr
supone un descenso estadisticamente significativo de la actividad de esta enzima,
mientras que el recubrimiento base y el dopado con 1 % de SrCl, presentan valores

mayores que el Ti.
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Estos resultados estan en linea con los encontrados en bibliografia. Asi, Verberckmoes et
al. también comprobaron que el Sr aumenta la expresion génica de la ALP*L. Choudhary
et al. concluyeron que el ranelato de estroncio aumenta significativamente la actividad de
la ALP, la diferenciacion osteoblastica y la mineralizacion. Nardone et al. indicaron que
el tratamiento con iones Sr?* mejora la proliferacion celular y la diferenciacion
osteogénica a través de la expresion de la ALP, aseverando que este elemento induce la
regeneracion 6sea*’. Del mismo modo, como afirman Kong et al.*!, el Sr también aumenta
la expresion de TGF-B en osteoblastos a 14 dias, lo que sugiere su papel activo en el

metabolismo y la actividad de las células 6seas.

El caracter osteogénico de los materiales dopados con Sr también se puede comprobar en
estudios in vivo. De hecho, Neves et al. demostraron que este tipo de materiales son
eficaces en la estimulacion de la regeneracion 6sea en modelo animal®. Los resultados in
vivo de Belluci et al. confirmaron que el Sr tiene efectos osteoestimulantes lo que indica
posibles consecuencias beneficiosas sobre los procesos de formacion dsea*?. A su vez,
los biomateriales basados en Sr analizados por Zhang et al. mostraron una mayor
formacion de hueso nuevo en el lugar de la implantacion y mostraron una tendencia a
acelerar el proceso de regeneracion 6sea en comparacidn con los respectivos analogos sin
dopar®®. Los ensayos in vivo de Lin et al. revelaron que el Sr estimuld la regeneracion
6sea y la angiogénesis en un modelo animal osteoporético®. Igualmente, segin los
estudios disponibles hasta el momento, tal y como indican Shi et al., se puede concluir
que los implantes de titanio modificados con Sr podrian mejorar la osteointegracion y la

nueva formacion 6sea del area periimplantaria®®.

El estudio protedmico realizado ha permitido observar una mayor adsorcion de las
proteinas TETN, PON1 y GELS con la presencia de Sr en el recubrimiento. Estas tres
proteinas, en cierta manera, estan ligadas con el proceso de desarrollo 6seo segun algunas
investigaciones. Wewer et al. estudiaron el papel de la TETN en la formacion dsea en
mamiferos, concluyendo que es muy importante en la mineralizacion durante la
osteogénesis*®. Esta proteina tiene la capacidad de unirse al plasmindgeno y de estimular
la activacion de este, contribuyendo asi a la regulacion de la formacion del tejido 6seo®’.
Del mismo modo, la TETN se une al calcio y a la heparina y, por lo tanto, podria ser un
componente integral de la matriz 6sea®®. Iba et al. investigaron el papel de la TETN en la

reparacion de fracturas utilizando dos modelos de regeneracion 0sea en ratones sin esta
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proteina, concluyendo que existe un retraso en la regeneracion de dichas fracturas y
proponiendo que la TETN podria ser un agente potencial para mejorar la regeneracion de
fracturas 6seas*. Por otra parte, Dowling et al. indicaron que los niveles elevados de
PONL1 en suero humano representan un mecanismo protector contra los efectos del estrés
oxidativo en la formacion 6sea asociada con la resorcion osteoclastica®. A su vez,
Thouverey et al. apuntaron que la GELS puede impulsar la liberacién de las vesiculas

matriciales de los osteoblastos involucradas en el inicio de la mineralizacion dsea®?.

La abundancia normalizada de estas 3 proteinas aumenta respecto al recubrimiento base
y tienen un maximo en la formulacion 7M:3T-1Sr. Estos resultados se alinean con los
obtenidos en los ensayos bioldgicos donde la tendencia de la grafica de ALP en el ensayo
ELISA se corresponde con la evolucién de la abundancia normalizada de estas proteinas
relacionadas con la regeneracion 0sea, ya que, a 14 dias, existe un maximo en la actividad
de ALP para un 1 % de Sr. En la PCR con osteoblastos, sin embargo, el valor de ALP
correspondiente a la formulacion 7M:3T-0.5Sr, es mayor, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa.

La respuesta inflamatoria de los diferentes recubrimientos se puede estudiar analizando
los marcadores inflamatorios expresados por los macrofagos en los distintos ensayos in
vitro. En los ensayos PCR con cultivos celulares de macrofagos se aprecia una clara
disminucidn en la expresion del gen proinflamatorio TNF-a en todos los recubrimientos
respecto al Ti, tanto a 2 como a 4 dias de cultivo (Figura 3.22). También se observa un
efecto dependiente de la concentracion de Sr utilizada en el dopado de los materiales. En
este caso, al afiadir la sal, la inflamacion a 2 dias va aumentando con el porcentaje de Sr
respecto al recubrimiento base, pero a 4 dias la incorporacion de Sr no provoca un
aumento significativo de la misma, por lo que la inflamacion no se cronifica. Los valores
minimos de TNF-a se alcanzan en el recubrimiento base y en el dopado con 0.5 % a 2
dias, mientras que a 4 dias se da en la formulacion con un 1 % de Sr. Asi mismo, la
expresion de genes del marcador regulador de la inflamacion TGF-f3 aumenta para todas
las formulaciones dopadas en comparacion al sistema base 7M:3T (Figura 3.23). En el
caso del ensayo ELISA con macréfagos también hay una clara disminucion de los valores
de TNF-a de la base y de las composiciones con Sr respecto al Ti control. Ademas, la

adicion de Sr al recubrimiento base provoca un descenso de la expresion de este gen de

160



Recubrimientos dopados con Sr

inflamacion, dandose el valor minimo en la composicion de 0.5 % de Sr, tanto a 2 como
a 4 dias (Figura 3.25).

Un importante cluster de proteinas relacionadas con el sistema del complemento ha sido
identificado mediante el andlisis protedmico. Asi, se han detectado, proteinas como la
C1S, C1R o CO3 que forman parte de la activacion de esta cascada. Su adhesion a la
superficie del biomaterial podria iniciar una reaccion inmune/inflamatoria en la
experimentacion in vivo®2. Entre el sistema inmune y el hueso existen interacciones
complejas que podrian tener un papel importante en el proceso de regeneracion 0sea. Asi,
las citoquinas y factores de crecimiento generados por el sistema inmune pueden mediar
en la regulacion de las actividades de las células dseas (osteoblastos y osteoclastos)3. Por
lo tanto, esta actividad del sistema inmune, siempre que se mantenga dentro de unos
limites, tendria un efecto positivo sobre la regeneracion. En concreto, la proteina CO3,
como Yya se ha expuesto, estaria ligada a una respuesta inmune e inflamatoria a través de
su papel en la activacion de la cascada del complemento® (Figura 3.26). Sin embargo,
también podria tener otras funciones relacionadas con el proceso de regeneracion osea.
Los osteoclastos son macrofagos 6seos derivados del linaje mieloide que requieren el
complemento CO3 para una diferenciacion 6ptima®. Estas células son necesarias para la
resorcion 6sea, de forma que un equilibrio 6ptimo entre osteoblastos y osteoclastos es

fundamental para obtener una correcta regeneracion del hueso.

Las proteinas que inician la cascada del complemento por la via clasica, como son la C1R
y la C1S, experimentan un crecimiento con la presencia de Sr. Estas proteinas estan
presentes desde el inicio (en el recubrimiento base), y experimentan un pequefio maximo
con una concentracion de 0.5 % de Sr. EI CO3, siendo una de las proteinas que puede
conducir a una activacion muy rapida de la cascada del complemento, se incrementa

respecto al 7M:3T hasta llegar a un pico con un 1 % de Sr.

Por otro lado, las proteinas C4BPA y CFAH, con un méaximo en la formulacion con 1 %
de Sr, pueden inhibir la activacion de la cascada del complemento®2°®. La C4BPA lo hace
restringiendo la activacion de esta via, regulando su intensidad®’, modulando asi la
respuesta inmunitaria/inflamatoria para lograr una correcta regeneracion tisular®. Con
todo, si no se regula, podria darse una inflamacion crénica debida a una reaccion inmune

desproporcionada, derivando en el fallo del implante®®.
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Figura 3.26. Vias de activacion del sistema del complemento.
Los rombos simbolizan las proteinas inhibidoras y sus posibles sitios de accion.
Del mismo modo, es destacable la gran afinidad de las superficies dopadas por las
proteinas de la familia de las apolipoproteinas (APOA2, APOC1, APOC4, APOH,
APOL1 y SAA4), las cuales también podrian jugar un papel antiinflamatorio. A pesar de
sus conocidas funciones en el metabolismo de los lipidos, esta familia de proteinas
también podria tener un papel en la prevencion de la activacion de la respuesta inmune
innata®. En esta linea, se encontrd que la unién preferencial de las lipoproteinas séricas
a nanoparticulas de silice condujo a mayores fracciones de lipidos en la corona proteica,
protegiendo las particulas de la activacion del complemento®. La mayoria de estas

proteinas tienen un maximo de abundancia normalizada en el sistema 7M:3T-1.5Sr.

Entre las proteinas con menos afinidad por las superficies de los recubrimientos base
también se encuentran las inmunoglobulinas LAC2, KV302, IGHG1 e IGLL5, con un
maximo en los recubrimientos con 1 % de sal de Sr. La adhesion de IGLL5 a la superficie
de un biomaterial podria iniciar una reaccion inmune/inflamatoria, que podria afectar al

desarrollo del proceso de regeneracion 6sea®?.
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Asi, en las graficas de las proteinas adsorbidas de inflamacién, tanto de las activadoras
como de las reguladoras, la abundancia de todas ellas se incrementa al introducir la sal
alcanzando, en su mayoria, un méximo en el 1 % de concentracion y, en todos los casos,
incrementandose respecto del sistema base. Comparando con la evolucion en los ensayos
PCR, se podria concluir que la presencia de Sr aumenta la inflamacion respecto a la base
al comienzo, pero después se elimina dicha inflamacion no llegando a ser cronica,
pudiendo tener mayor protagonismo las proteinas reguladoras que las iniciadoras. En el
ensayo ELISA la inflamacion aumenta con el contenido de Sr, nunca superando al valor
de la base. Estas proteinas presentan una disminucion de la abundancia para el
recubrimiento con 1.5 % de Sr, que no se observa de forma tan clara en este ensayo. Esto
puede ser debido a que la linea de macréfagos elegida (RAW264.7) es una linea de raton,
que no es tan sensible como la linea de macrofagos humana, lo que puede llevar a

resultados algo diferentes.

La coagulacion es un proceso importante y su desarrollo es clave para la regeneracion
6sea. Son numerosas las proteinas identificadas relacionadas con este proceso: A2MG,
ANT3, FA1l, FA5, KNG1, PROC, PROS y THBR. Dentro de la cascada de coagulacion
(Figura 3.27) destacan THRB, FA5 y ANT3 que son comunes para las dos vias y que
estan al final de la cascada, a diferencia de FA11 que est4 al inicio y que solo afecta a la

via intrinseca.
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Figura 3.27. Esquema de la cascada de coagulacion.
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La FA1l y la THRB participan en la iniciacion de esta via de sefializacion. Esta ultima,
también conocida como factor de coagulacion Il, puede desencadenar la coagulacion de
la sangre a través de su conversion en la proteasa trombina, activando la formacion de
plaquetas®®. La FA5 tiene una funcion reguladora en las vias procoagulantes y
anticoagulantes®. La A2MG podria tener un papel en la inhibicion de las serina proteasas
en el plasma, al inhibir la trombina, la calicreina y la plasmina. Biltoft et al. propusieron
que los niveles de A2MG, en superficies artificiales, podrian ser un marcador global de
compatibilidad sanguinea de los biomateriales®®. Sin embargo, Cvirn et al. informaron de
que esta proteina podria mostrar funciones procoagulantes o anticoagulantes en funcién
de los niveles de antitrombina®. Por otro lado, la KNG1 participa en la regulacion de la
via de sefalizacion de la coagulacion®’. Esta proteina esta implicada en el metabolismo
de los huesos y la regeneracion 6sea®®°. A su vez, es parte del sistema calicreina-cinina
responsable del inicio de la coagulacion desde superficies artificiales’. Las proteinas
PROC y PROS estan involucradas en la regulacion de la via de coagulacion, inactivando
los factores Vay Vlllay, después, controlando la generacion de trombina’. Sin embargo,
la PROC se encuentra en menores cantidades en los recubrimientos dopados. Igualmente,
la proteina ANT3, que puede regular la formacidn de trombina mediante la inhibicion de
Fllay FXa'?, estd mas presente en la superficie del material base. Al analizar las funciones
mediante PANTHER (Figura 3.17), es en el recubrimiento con mas porcentaje de Sr
donde existe mayor presencia de proteinas relacionadas con la coagulacién. Llama la
atencion también, en la formulacion del 1 %, la existencia de un 45 % de proteinas
relacionadas con otras funciones. Destacan entre ellas la sefializacion por Wnt y por
cadherinas. Estas Gltimas intervienen, entre otros procesos, en la regulacion de la
B-catenina para participar en la sefializacion Wnt?8, que a su vez esta relacionada con la
regeneracion tisular del hueso. Cui et al.?® observaron que la presencia de Sr modulaba la

actividad osteogénica de cementos 0seos activando la sefializacion Wnt/p-catenina.

La HRG esta implicada en la regulacion de la fibrindlisis’®. Esta proteina interacciona
con el plasmindgeno y el fibrindgeno’™ siendo moduladora de esta funcion relacionada
con el sistema de coagulacion. Tsuchida-Straeten et al. reportaron una mejora de la
fibrinolisis en ratones que carecian de esta proteina’. Como se observa en la Figura 3.16,

esta proteina esta aumentada en las formulaciones con un 1 % y un 1.5 % de Sr.
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4. Resumen

A la vista de los resultados obtenidos, se ha conseguido incorporar satisfactoriamente el
SrCl2 en la red polisiloxanica. Todo ello presentando buenas propiedades y una gran

adherencia al sustrato metalico.

También se ha comprobado que el recubrimiento actia como una matriz, provocando la
liberacion de Sr, a medida que se va degradando. La cantidad de ion Sr liberada al medio
es mas elevada cuanto mayor es la concentracion de su sal en la formulacion del
recubrimiento. A su vez, el perfil de la liberacion se corresponde al de la degradacién
hidrolitica, observandose una gran pendiente al principio del ensayo, seguida de una

estabilizacion hasta la conclusion de este.

Laadicion de Sr al recubrimiento hibrido sol-gel 7M:3T y su liberacion al medio modifica
alguna de sus propiedades fisico-quimicas, como la hidrofilia, aumentando
significativamente el angulo de contacto respecto al material base, o la rugosidad, con
una tendencia creciente cuanto mayor es el porcentaje de sal afiadida. Estos factores se

consideran positivos para la adhesion celular y regeneracion tisular.

Tanto la linea celular de osteoblastos como la de macr6fagos muestran un
comportamiento dependiente de la concentracion de Srincorporada. En lo referente a la
regeneracion Osea, se observa un aumento en la expresion génica de los marcadores
osteogénicos ALP y TGF-B en la linea celular de osteoblastos en las PCR con el contenido
de Sr, y en particular en la formulacion con un 0.5 %. Igualmente, en el ensayo ELISA
de ALP, en la misma linea celular, los valores aumentaron en el intervalo de una a dos
semanas de estudio, dandose un maximo para el recubrimiento con un 1 % de Sr,
coincidente con el pico maximo de las abundancias normalizadas relativas a las proteinas
relacionadas con la regeneracion osea (TETN, GELS y PONL1). Por otro lado, la
inflamacion disminuye respecto al Ti en todas las formulaciones. En las PCR se observa
un aumento de la inflamacion con el contenido de Sr. En el ensayo ELISA, los valores
del marcador inflamatorio TNF-o aumentan igualmente cuanto mayor es el contenido del

ion, pero los genes expresados son inferiores respecto al recubrimiento base.
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El anéalisis mediante LC-MS/MS revela que el dopado modifica significativamente los
perfiles de adhesion de las proteinas involucradas en diversos procesos como la
inflamacion, la coagulacion, la regeneracion dsea o la fibrindlisis. Concretamente, cuanto
mayor es el contenido de Sr, aumentan las proteinas proinflamatorias como C1S, C1R o
CO3, aunque también lo hacen las reguladoras de la inflamacion, a saber, la C4BPA, la
CFAH vy las apolipoproteinas. Estas Gltimas parecen tener un mayor protagonismo que
las iniciadoras, ya que la presencia de Sr aumenta la inflamacién al comienzo, pero
después se elimina dicha inflamacion, no cronificandose. También en lo referente a la
coagulacién son varias las proteinas que aumentan con la presencia del Sr en el
recubrimiento: FA1l, FA5 y THRB. Sin embargo, otras como la ANT3 y la PROC
disminuyen con la incorporacion de este ion. Con todo, en el recubrimiento més dopado
se encuentran mas proteinas relacionadas con la funcion de la coagulacién. Finalmente,
la proteina HRG relacionada con la fibrinolisis también aparece en mayor proporcion en

las superficies méas dopadas.

En resumen, los analisis protedbmicos y de expresion génica muestran que la adicion de
Sr en los biomateriales podria mejorar su potencial osteogénico y antiinflamatorio, asi

como el sistema de coagulacion.
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Recubrimientos dopados con Ca

1. Introduccion

El calcio es un elemento muy utilizado en el campo de la ingenieria de tejidos 6seos para
el desarrollo de biomateriales, debido a sus funciones relacionadas con el metabolismo
0seo y el proceso de coagulacion. La presencia de iones de Ca condiciona el
microambiente en la intercara tejido/material, afectando al depodsito de proteinas en el

biomaterial y las consiguientes respuestas celulares?.

El Ca es el elemento mineral més abundante del cuerpo humano, suponiendo alrededor
del 2 % del peso corporal, y estando el 98 % del mismo en los huesos?. Este es esencial
en la contraccion muscular, la activacién ovocitaria, los impulsos nerviosos y la
coagulacion de la sangre, entre otros procesos del ser humano?. La adicion de iones calcio
en cultivos celulares muestra un efecto sobre la diferenciacion osteogénica de
osteoblastos® e incrementa la proliferacion celular®. Se ha identificado que el Ca tiene
varios efectos estimulantes sobre los osteoblastos en ensayos in vitro. Asi, Adams et al.
afirman que el aumento de la concentracion de Ca®* puede desencadenar diversas
reacciones que se traducen en la modulacion de la apoptosis de los osteoblastos®. Ademas,
segun Pierre Marie, el Ca extracelular induce una serie de vias de sefializacion
intracelulares en las células Oseas, derivando en la regulacion de la actividad de los
osteoclastos y los osteoblastos®. Del mismo modo, Yamaguchi et al. demostraron de
manera concluyente que el Ca participa en la estimulacion de la proliferacién celular a
través del receptor sensor de calcio (CaR), que esta acoplado a la proteina G, y a los
agonistas del CaR’. También el Ca es uno de los elementos estructurales en la fase mineral
Osea, por lo que tiene un papel clave en el metabolismo éseo, estimulando la formacion e
inhibiendo la resorcion dseas®. Esto hace que sea una opcion interesante en el desarrollo

de biomateriales®.

Los materiales basados en Ca, han sido ampliamente utilizados como sustitutos 6seos y
en el campo protésico, asi como en la odontologia. Estos biomateriales favorecen la
formacion de nuevo hueso ya que promueven la proliferacion y expresion de células
6seas®®. Méas concretamente, en el campo de la implantologia, el Ca se ha utilizado en

numerosas ocasiones para activar las superficies de los implantes y mejorar su
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osteointegracion. Asi, Subira-Pifarré et al. concluyeron que los implantes modificados
con fosfato calcico, crean una superficie osteoconductora que mejora la osteointegracion,
traduciéndose en una alta tasa de supervivencia y, por lo tanto, pueden considerarse una
buena eleccion para la practica clinica'l. lgualmente, de Lacerda et al. realizaron
diferentes estudios, in vitro e in vivo en céndilo femoral de conejo, que confirmaron la
estabilizacion de los implantes dentales con cemento de fosfato célcico reforzado con
fibras de PVA, durante la osteointegracion, sin comprometer su osteocompatibilidad*?.
Ademas, Anitua et al. demostraron que ciertas superficies de implantes de titanio
modificadas con CaCl, estimulan la adhesion y activacion plaquetaria, mejorando la

osteointegracion in vivo®2,

Por ultimo, tal y como se ha explicado en el capitulo introductorio, los iones Ca?*
promueven y aceleran la coagulaciéon sanguinea. El codgulo de sangre alrededor del
implante sirve como un andamio inicial para la reparacion del tejido, la mineralizacién
6sea y la posterior remodelacion!*!®, Estos iones actiian en varias etapas de las vias
intrinseca y extrinseca de la cascada de coagulacién, lo que lleva a la formacion del
complejo protrombinasa, que convierte la protrombina en trombina, siendo crucial para
estimular la diferenciacion de los osteoblastos y aumentar la osteogénesis®®. Asi, se ha
comprobado que la modificacién quimica de las superficies de implantes dentales con
iones de calcio, muestra una enorme capacidad procoagulante que aporta una estabilidad
instantanea. El analisis protedmico de esta superficie modificada muestra que se adsorbe
preferentemente la proteina FA10, que tiene un papel relevante en la via comin de la
cascada de coagulacién. Del mismo modo, los ensayos in vivo han demostrado que estas
superficies estimulan una mayor formacion de hueso alrededor de los implantes que las

superficies de implantes estandar utilizadas como control?’.

Asi, en el estudio que se describe en este cuarto capitulo se pretende conocer la incidencia
que tiene la presencia de este elemento en el recubrimiento y cuales son las interacciones

del mismo con las proteinas y las células.

Para ello, se han realizado modificaciones del sistema base, dopando los recubrimientos

con 0.5, 1y 1.5 % en peso de cloruro de calcio (Tabla 2.1).
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2. Resultados

2.1. Caracterizacion morfoldgica

2.1.1. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Los recubrimientos sintetizados no presentan separacion de fases ni precipitados de la sal,
como se puede observar en las siguientes micrografias (Figura 4.1).

aia i 3

- 10pm SCIC ) 10pm  SCIC
15.0KkV SET SEM WD 10mm 0K 4 WD 10mm

Y
15.0kV SET S| 15.0kV SEI

Figura 4.1. Micrografias por SEM de los recubrimientos (a) 7M:3T, (b) 7M:3T-0.5Ca,
(c) 7M:3T-1Ca y (d) 7M:3T-1.5Ca.

Si se utiliza un gran nimero de aumentos, 10000 concretamente, se observa que la adicion
de la sal supone la aparicion de pequefios poros en los recubrimientos (Figura 4.2).
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X 10,000 15.0kV SEI 15.0kV SEI

Figura 4.2. Detalle de las micrografias por SEM a 10000 aumentos de los recubrimientos (a) 7M:3T-1Ca
y (b) 7M:3T-1.5Ca.

2.1.2. Perfilometria ptica

Como se ha comentado previamente, la rugosidad es uno de los pardmetros clave en la

adhesion celular, que a su vez es fundamental para el éxito del proceso de
osteointegracion.

En la Figura 4.3 se muestran los valores de Ra, proporcionados por el software del equipo,
que cuantifican la rugosidad de la superficie.
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Figura 4.3. Representacion grdfica de Ra para los diferentes sistemas dopados con CaCls.
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Como se puede observar, los recubrimientos eliminan parte de la rugosidad inicial de los
discos de Ti, provocando una disminucion en el parametro Ra. El valor de Ra de la
formulacién 7M:3T-1Ca es ligeramente superior a los otros dos recubrimientos, aunque
tras realizar un test Newman-Keuls, de comparaciones multiples, la diferencia no es

estadisticamente significativa.

2.2. Adherencia

La adherencia de los recubrimientos sobre el sustrato se evalia mediante el ensayo de
corte por enrejado. Todos los recubrimientos se obtienen bien adheridos al metal, sin
desprendimiento alguno. Superficialmente, todos ellos presentan uniformidad, ausencia

de grietas, transparencia y brillo, signo de que no hay separacion de fases.

Una vez realizados los cortes de forma perpendicular y tras retirar la cinta adhesiva, las

placas metélicas se observan en un microscopio Optico, tal y como se ve en la Figura 4.4.

Figura 4.4. Ensayos de corte por enrejado para los sistemas (a) 7M:3T, (b) 7M:3T-0.5Ca,
(c) 7M:3T-1Ca y (d) 7M:3T-1.5Ca, a un aumento de x0.73.
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En todos los casos, comparando su aspecto con el esquema de la norma 1SO 2409, el
desprendimiento del material es 0. Esto quiere decir que en ningln caso se observa
desprendimiento de los recubrimientos sintetizados, por lo que se obtiene una dptima

adhesion sobre el sustrato metalico.

2.3. Caracterizacion quimica

En la caracterizacion de estos recubrimientos se han utilizado las técnicas de FTIR/ATR
y 2Si-RMN liquido y sdlido.

2.3.1. FTIR/ATR

Para caracterizar quimicamente los recubrimientos, se realizan los espectros infrarrojos
de los mismos. Los espectros se registran en el intervalo de 4000 y 600 cm™. De este
modo se podré verificar la adecuada formacién de la red polisiloxanica, tras el curado, y

comprobar el carécter hibrido de los recubrimientos obtenidos.

En la Figura 4.5. se muestran los espectros IR de los recubrimientos cargados con

diferentes porcentajes de CaCly, junto con el del recubrimiento base.

7M:3T-1.5Ca

7M:3T-1Ca

7M:3T-0.5Ca

TM3T

5555

S ——— ———————————————————————— —— S— - v
20 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumbers (cm-1)

Figura 4.5. Espectros IR del sistema 7M:3T base y dopado con diferentes porcentajes de CaCl,.
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En todos los espectros de estos sistemas se observan las bandas caracteristicas de la red
polisiloxanica. Estas bandas corresponden a las vibraciones asociadas al enlace siloxano
a 1165 cmt, 1075 cm™ y 760 cm™. Por lo que la adicion de la sal de Ca, en principio,

parece no afectar a la formacion de la red.

Ademas de las bandas caracteristicas de la red, se observan también las bandas asociadas
al precursor MTMOS. La sefial de vibracion de tension asimétrica del grupo metilo se
sitta en torno a 2975 cm™, mientras que a 1275 cm? se encuentra la banda
correspondiente a la vibracion de deformacion del enlace Si-CH3'8, confirmandose asi el

caracter hibrido de la red formada.

Por Gltimo, la banda de poca intensidad que se observa a 940 cm™, correspondiente a la
vibracion de tension de Si-OH, indica que la cantidad de grupos silanol libres es pequefia

y, por lo tanto, que la red siloxanica es densa y altamente conectada.

2.3.2. Si-RMN

Tras el analisis por FTIR/ATR, se realiza el estudio de las etapas de hidrdlisis y
condensacion, que tienen lugar durante la sintesis de todas las formulaciones, mediante

la técnica de RMN de °Si, en estado liquido.

En las Figuras 4.6, 4.7, 4.8 y 4.9 se muestran los espectros realizados, a diferentes

tiempos, a partir de la adicion del medio acido, que inicia el proceso de hidrolisis.

En estos espectros se puede observar que el proceso de hidroélisis y condensacion avanza
analoga y favorablemente, en todos los casos. Asi, para el precursor MTMOS se obtienen
todas las especies condensadas T1, T2 (la més abundante) y Tz a partir de 1 h después de
la adicién del agua acidificada, aumentado la intensidad del pico correspondiente a Tz con
el tiempo. En el caso del TEOS, la consecucion de las especies mas condensadas es mas
lenta, siendo las sefiales menos intensas. Es mas, no llega a lograrse la especie mas
condensada Q. La diferencia del comportamiento de los dos precursores también se
observa al inicio de la reaccion donde la sefial correspondiente al MTMOS desaparece
inmediatamente, lo que indica que este se hidroliza y empieza a condensar rapidamente;

mientras que el pico del TEOS tarda mas en desaparecer.
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Figura 4.6. Espectro 2°Si-RMN liquido del sistema 7M:3T base.
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Figura 4.7. Espectro 2°Si-RMN liquido del sistema 7M:3T-0.5Ca.
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T2
T Q

T Qs t=3h
t=2h
t=1h

Q.
' t=0h

MTMOS

TEOS
TM:3T-1Ca
30 35 40 45 80 55 50 -85 70 75 80 5 90 95 400  -105 10 15 120

d (ppm)
Figura 4.8. Espectro 2°Si-RMN liquido del sistema 7M:3T-1Ca.
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Figura 4.9. Espectro 29Si-RMN liquido del sistema 7M:3T-1.5Ca.
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Tal y como se observa, transcurridas dos horas desde la adicion del agua acidificada, no
se consigue que las especies mayoritarias sean las de mayor grado de condensacion. Por

lo tanto, se recurre a un tratamiento térmico para lograrlo.

Para el estudio de la red final formada tras el curado, se utiliza la técnica de 2°Si-RMN de
solidos. Durante el tratamiento térmico se promueven las reacciones de condensacion,

produciéndose asi un aumento del entrecruzamiento de la red.

En la Figura 4.10. se muestran los espectros de 2°Si-RMN de sélidos realizados para todos

los sistemas.

TM:3T-1.5Ca / Q. /\ Q
_ _— — — T T——

/ \
e

7M3T05Ca / a \.k,_,_g_),g_ _/\g_f\____m
J/\"
S \u ..... N U

30 35 40 45 5 55 80 85 70 75 80 85 90 95 100 05 190 15 120
5 (ppm)

Figura 4.10. Espectro °Si-RMN sdlido del sistema 7M:3T + % CaCl,.

El espectro muestra las sefiales asociadas a las especies T» y Ts del precursor MTMOS, y
las especies Q2, Qs y Qs del TEOS. Las ratios de las areas de los picos T3 y T2 se muestran
en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Ratio de las dreas de los picos T3y T,obtenidas por 2°Si-RMN.

Formulacion Ratio T3/T2
TM:3T 3.35
7M:3T-0.5Ca 2.97
7M:3T-1Ca 2.76
7M:3T-1.5Ca 2.73

Como se puede observar, existen algunas diferencias en las ratios Ts/T, asociadas a un
mayor contenido de sal en los recubrimientos, traduciéndose en que la red es algo menos
reticulada. Como era de esperar, los picos asociados a las especies mas condensadas son
los que aparecen con mayor intensidad. Concretamente, en el caso del MTMOS se puede
observar el pico de Tz y en lo referente al TEOS puede apreciarse la sefial de Qa, aunque
la especie Qs es la mas abundante. Las especies menos condensadas, T1 y Qz, que

aparecian en los espectros en fase liquida, ya han desaparecido.

Por lo tanto, la adicion de las distintas proporciones de Ca en la formulacion de los
recubrimientos no afecta en gran manera a la correcta condensacion promovida por el
tratamiento térmico, ni a la formacién de la red polisiloxanica, ya que las sefiales de las
especies Tz y Qs continGan siendo las mas intensas y las ratios de los picos
correspondientes al MTMOS siguen siendo elevadas.

2.4. Determinacion del grado de hidrofilia/hidrofobia

La evaluaciéon del caracter hidrofilo o hidréfobo de las superficies de los biomateriales
sintetizados es clave ya que este influye en la adhesion celular'®. lgualmente, esta
propiedad determina la capacidad de adsorcion de agua de los recubrimientos, pudiendo

influir en la degradacion del material.

Los resultados obtenidos para cada recubrimiento se representan en la Figura 4.11.
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Figura 4.11. Valores de dngulo de contacto de los recubrimientos de los sistemas 7M:3T + % CaCl,. (*** p <0.001)

El material base 7M:3T presenta un caracter mas hidrofilo que el Ti, con un decrecimiento
del angulo de contacto de aproximadamente 30°. La adicién de CaCl; a esta formulacién
base provoca un incremento importante de este parametro, llegando a valores que rondan
los 75°, mas cercanos al del Ti control, siendo un valor de angulo de contacto muy bueno
para la adhesion celular?®, lo que es crucial para una buena osteointegracion de los

implantes.

2.5. Ensayo de degradacion hidrolitica

La velocidad de degradacion del recubrimiento es muy importante ya que influye en la
liberacion de los diferentes principios activos que en él se contienen. Los recubrimientos
sintetizados son biodegradables en medio acuoso y se reabsorben en el organismo.
Especificamente, los recubrimientos basados en silice tienen propiedades osteogénicas,

ya que estimulan la diferenciacion osteobléstica, entre otras caracteristicas?’.

Los resultados de las medidas de degradacion se expresan como la pérdida de peso (en
tanto por ciento) frente al tiempo. En la Figura 4.12 se muestran los valores para los

diferentes sistemas.
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Figura 4.12. Degradacion hidrolitica de los recubrimientos del sistema 7M:3T + % CaCl,.

Tal y como se observa en la grafica, todos los materiales presentan una rapida degradacién
inicial, durante la primera semana, dandose posteriormente una degradacion mas
progresiva hasta el final del ensayo. Los sistemas con Ca muestran porcentajes de
degradacion mayores que el sistema base, siendo a su vez la degradacion proporcional a

la concentracion de sal en la formulacion.

2.6. Ensayos de liberacion

La degradacion hidrolitica del recubrimiento producird por una parte la liberacion del Si,
que forma parte de la red siloxanica, y por otra la del Ca, que se ha incorporado en forma
de sal a los recubrimientos. Este ensayo permitird observar la cinética de liberacion de
ambos elementos, lo que influird en la capacidad osteogénica de los recubrimientos

obtenidos?.

En la Figura 4.13 se muestran los resultados obtenidos para el Si liberado, mediante la

técnica ICP-AES, a partir de los diferentes sistemas sintetizados.
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Figura 4.13. Liberacion de silicio del sistema 7M:3T + % CaCl,.

La incorporacion de CaCly a la formulacion base 7M:3T afecta sobremanera a la
liberacion de Si, desde las primeras etapas de la hidrdlisis, y por lo tanto a la degradacion
del recubrimiento. Se observa claramente en la grafica como la adicion de la sal aumenta
considerablemente la liberacion de Si, y por ende la degradacion del recubrimiento. En
cuanto a la influencia de la concentracion de la sal en la formulacion, esta es mucho
menor, sobre todo a tiempos largos. Teniendo en cuenta, ademas, las desviaciones de las
medidas, se puede afirmar que la variacion de la concentracion de la sal influye mucho
menos que la incorporacion de la sal, siendo las medidas muy similares en los tres

recubrimientos que incorporan la sal de Ca.

Por otra parte, es importante conocer el perfil de la liberacién de Ca a partir del
recubrimiento, ya que constituye un factor clave para que este ion pueda ejercer su
influencia en los procesos de coagulacion y regeneracion. Esta medida de la cinética de
liberacion del ion Ca se realiz6 también mediante ICP-AES, y los perfiles obtenidos se

pueden observar en la Figura 4.14.
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Figura 4.14. Liberacion de Ca del sistema 7M:3T + % CaCl,.

Tal y como se puede apreciar en la ampliacion, la cinética de liberacion del ion Ca?*
presenta inicialmente una liberacion muy réapida hasta un tiempo aproximado de 10 h para
los dos sistemas con mayor concentracion de sal y de 2 h para el menos dopado, y a partir
de ese tiempo la liberacion se hace mas lenta y continuada en el tiempo. Ademas, se

observa una mayor liberacion cuanto mayor es el contenido CaCl> en el recubrimiento.

2.7. Andlisis protedmico de las proteinas adsorbidas en
la superficie

Las eluciones de las proteinas adsorbidas a los recubrimientos sol-gel se analizaron
utilizando la técnica LC-MS/MS, lo que permitio la identificacion de 107 proteinas
distintas (Anexo 2). El software Progenesis QI permitié la comparacion estadistica de la
cantidad relativa de las proteinas adheridas a los recubrimientos formulados con Ca

respecto a las unidas al material sol-gel base de referencia (7M:3T). Por otro lado, se
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utilizaron las bases de datos DAVID y PANTHER para la clasificacion de dichas

proteinas en cuanto a sus funciones.

Los resultados del andlisis comparativo de Progenesis QI se muestran en la Tabla 4.2,
donde es posible evaluar los cambios en los patrones de proteinas adsorbidas cuando se
comparan las muestras que contienen Ca respecto a la referencia, el recubrimiento base.
Progenesis QI revel6 24 proteinas adsorbidas en mayores proporciones cuando se afiade
CaCl; a la red sol-gel en comparacion con la muestra de referencia, mientras que, a la
inversa, el software no ha detectado proteinas que tengan mayor afinidad por el

recubrimiento base 7M:3T.

Tabla 4.2. Andlisis diferencial Progenesis QI de proteinas mds adsorbidas en recubrimientos dopados con Ca
(7M:3T-0.5Ca, 7M:3T-1Ca y 7M:3T-1.5Ca) respecto al material base. Las proteinas detectadas con ANOVA p < 0.05
(en amarillo) y una ratio superior a 1.3 (en verde) se consideraron significativamente diferentes (en negrita).

7M:3T-0.5Ca 7M:3T-1Ca 7M:3T-1.5Ca

Vs 7TM:3T Vs 7TM:3T Vs 7TM:3T
Cédigo Proteina p Ratio p Ratio p Ratio
PLF4
Platelet factor 4 0.046 4.82 0.023 9.10 0.231 40.12
PF4V
APOC4 Apolipoprotein C-IV 0.015  3.58 0.001 3.75 0.002 4.30
Histidine-rich
HRG glycoprotein 0.004 241 0.004 253 0.000 3.0
CLUS Clusterin 0.060 1.96 0.017 216 0.001 218
APOA Apolipoprotein(a) 0.123 1.55 0.508 1.19 0.033 2.07
C4b-binding protein
C4BPA alpha chain 0.004 2.68 0.014 2.61 0.011 2.03
Vitamin K-dependent
PROS protein S 0.080 1.58 0.029 1.76 0.018 1.75
Ig gamma-3 chain
IGHG3 C region 0.347 2.59 0.001 3.89 0.516 1.73
Serum amyloid
SAMP P-component 0.090 1.37 0.649 112 0.026 1.70
PLMN Plasminogen 0.018 1.76 0.607 1.14 0.012 1.67
VTNC Vitronectin 0.043 1.40 0.101 142  0.073 1.64

CFAB Complement factor B 0.582 1.17 0.034 1.64 0.005 1.62

Complement C1q

C1QC subcomponent subunit C 0.494 154 0.031 142  0.040 153
IGHM Ig mu chain C region 0.021 1.69 0.084 1.42 0.274 1.51
CD5L CDS5 antigen-like 0554 124 0167 132 0.011 151

CFAH Complement factor H 0.039 1.71 0.102 1.50 0.121 1.44
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Ig kappa chain V-III

KV308 0.265 124  0.050 1.82  0.490 1.39

region CLL
Ig kappa chain V-I1I
KV302 region SIE 0.003 1.78 0.027 1.84 0.040 1.39
pEDF  Clgmentepithelium- 5 00429 0171 130 0374 138
derived factor
Plasma protease
IC1 C1 inhibitor 0.004 1.65 0.198 1.27 0.395 1.34
CO5 Complement C5 0.047 1.64 0.083 1.21 0.112 1.32

KV310 Ig kappa chain V-I1I

KV113 region VH (Fragment)

SAAZ Serum amyI_0|d A-4
protein

TETN Tetranectin 0.037 1.48 0.097 1.60 0.423 1.14

0.067 1.36 0.024 1.49 0.127 1.32

0.103 1.63 0.019 1.53 0.869 1.22

Realizando el analisis de las proteinas adsorbidas de forma diferencial en las superficies
mediante la herramienta DAVID, se han identificado proteinas relacionadas con los

procesos de inflamacion, coagulacion, fibrindlisis y regeneracion dsea.

Entre las 24 proteinas adsorbidas que tienen mayor afinidad por los materiales que
contienen Ca existe un grupo cuyas funciones estarian ligadas al sistema inmune: C4BPA,
CFAB, C1QC, CD5L, CFAH, CO5, CLUS, IC1, SAMP, VTNC y las inmunoglobulinas
IGHGS3, IGHM, KV308, KVV302, KV310 y KV113. Entre estas proteinas hay algunas que
estan relacionadas con el sistema del complemento, concretamente con su activacion
(C1QC) vy su inhibicion (CLUS y CFAH, ademés de IC1 y VTNC). Asimismo, se
encuentran las apolipoproteinas APOA, APOC4 y SAA4 relacionadas con los procesos
metabdlicos de las lipoproteinas y la unién de fosfolipidos. Destacan entre ellas los
valores de la APOC4, que es una de las proteinas mas adsorbidas (3.5-4.3 veces mas
respecto al recubrimiento base) y que interviene positivamente en los procesos de
regulacion biolodgica, incluidos los procesos del sistema inmune. Por otra parte, las
proteinas HRG, PROS y PLMN, estan relacionadas con los procesos de coagulacion
sanguinea y fibrinolisis, y tienen mas afinidad por las superficies que contienen Ca. Del
mismo modo, se observa la presencia de las proteinas PLF4 y PF4V en estas superficies
dopadas, estando relacionadas también con los procesos de coagulacion. Por altimo, se
detectan proteinas vinculadas, en cierto grado, al desarrollo de nuevo hueso como la
PEDF vy, en pequefia cantidad, la TETN, que interviene en procesos importantes para la
integracion del implante como son la adhesion celular, la matriz extracelular y la

mineralizacion del hueso.

191




Capitulo 4

La Figura 4.15 permite observar los cambios, en funcion del contenido en Ca, de la
abundancia normalizada de las proteinas ligadas con los diferentes procesos que se
producen tras la implantacion. Asi, se representan las proteinas relacionadas con la
inflamacion (C1QC, CO5, SAMP y las inmunoglobulinas como activadoras; y CFAH,
CFAB, CLUS, C4BPA, CD5L, VTNC, IC1 y el grupo de apolipoproteinas como
reguladoras), la coagulacion (PLF4, PF4V, PLMN y PROS), la fibrindlisis (HRG) y la
regeneracion 0sea (TETN y PEDF).
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Figura 4.15. Abundancia normalizada en los recubrimientos enriquecidos con Ca del sistema 7M:3T.
(*p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001)

Como se puede observar en los gréficos, la presencia de Ca incrementa las proteinas
asociadas a los procesos inflamatorios, tanto las activadoras (la C1QC o las
inmoglobulinas) como las reguladoras (CLUS y CFAH). Todas ellas tienen un maximo a
diferentes concentraciones. En el siguiente grupo, la principal proteina de coagulacién es
la PROS, observandose un aumento de la misma con la concentracion de calcio. En
cuanto a la fibrinolisis, la abundancia normalizada de la HRG aumenta cuanto mayor es
la concentracion de Ca en el recubrimiento. En ultimo lugar, los perfiles en las proteinas
relacionadas con la regeneracion ésea (TETN y PEDF) muestran un aumento con la
incorporacion del calcio al recubrimiento, aunque los perfiles que presentan son

diferentes y con un maximo a diferentes concentraciones de Ca.
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El programa PANTHER permite clasificar las proteinas anteriores identificadas, en

funcién de las vias de sefializacion (Figura 4.16).

7M:3T-0.5Ca vs 7TM:3T 7M:3T-1Ca vs 7TM:3T 7M:3T-1.5Ca vs 7TM:3T

M Coagulacién sanguinea

B Activacion de células B

@

Sefializacién CCKR

M Activacion de la cascada
de plasminégeno

Figura 4.16. Andlisis de funciones en vias de sefializacion mediante PANTHER.

En esta figura se observa que la coagulacion es la funcion principal en todos los materiales
dopados con CaCly, aunque también se pueden observar otras, en diferentes proporciones,
segun el porcentaje de sal incorporado al recubrimiento. Asi, la activacion de células B,
relacionada con el sistema del complemento?, aparece en los recubrimientos con 0.5 %
de Ca. La sefalizacion CCKR, con efecto en la angiogénesis?*, se produce en los dopados
con 1y 1.5 % de Ca. Y, finalmente, la activacion de la cascada de plasmindgeno, que
afecta a la fibrinolisis® y, por lo tanto, a la coagulacion, se da en los recubrimientos con
0.5y 1.5 % de sal.

2.8. Caracterizacion bioldgica in vitro

2.8.1. Citotoxicidad

Con este ensayo se pretende estudiar la citotoxicidad de cada uno de los recubrimientos
sintetizados. Se ha determinado a través de la viabilidad celular de osteoblastos (MC3T3-

E1). En la Figura 4.17. se presentan los resultados obtenidos.
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Figura 4.17. Estudio de la citotoxicidad del sistema 7M:3T + % CaCl,.

Como se puede observar en la grafica, todos los recubrimientos sintetizados presentan
una viabilidad superior al 70 % con respecto al control. Esto quiere decir que ninguna

formulacion es citotéxica.

2.8.2. Proliferaciéon celular

Los valores de proliferacion celular obtenidos mediante la viabilidad celular de
osteoblastos MC3T3 para los diferentes sistemas y para el control (Ti), se muestran en la
Figura 4.18.
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Figura 4.18. Valores de proliferacion celular del sistema 7M:3T + % CaCl,.
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Como se puede apreciar en la figura, los resultados son muy similares en proliferacion,

sin que se aprecien diferencias significativas.

2.83.PCR

En las siguientes figuras se muestran los resultados de las PCR efectuadas para las
distintas lineas celulares de osteoblastos y de macréfagos, con el fin de obtener

informacion sobre la regeneracion dsea y la inflamacion, respectivamente.
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Figura 4.19. Expresion de genes de ALP para el sistema 7M:3T + % CaCl, (Osteoblastos: MC3T3). (* p <0.05)
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Figura 4.20. Expresion de genes de TGF-8 para el sistema 7M:3T + % CaCl, (Osteoblastos: MC3T3). (* p <0.05)
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En la Figura 4.19 se aprecia que los recubrimientos dopados con 0.5y 1 % de Ca, a 14
dias, tienen valores de ALP menores que los del recubrimiento base. El resto de valores
de los demas porcentajes, tanto a 7 como a 14 dias, son superiores tanto al Ti control

como a la base, aunque la diferencia no es estadisticamente significativa.

En lo referente a la expresion de genes de TGF-p, con la linea celular de osteoblastos, se
puede observar, en la Figura 4.20, una sobreexpresion en todos los recubrimientos
dopados respecto al recubrimiento base 7M:3T, aunque Unicamente el recubrimiento
dopado con 1.5 % de Ca presenta una diferencia estadisticamente significativa, a los 7
dias de la experimentacion. Si se comparan estos valores con el Ti, la adicion de Ca al
recubrimiento provoca un aumento del gen TGF-B a 14 dias. Es un comportamiento, en
principio, muy interesante ya que, en el caso de los osteoblastos, se trata de un marcador

osteogénico.

T
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M 1.5Ca

TNF-o relative fold

Figura 4.21. Expresion de genes de TNF-a para el sistema 7M:3T + % CaCl, (Macrofagos: RAW264.7). (* p <0.05)

Con respecto a los ensayos realizados con macrofagos, en la Figura 4.21 se puede
comprobar que los valores de la expresion de genes de TNF-a sobre el Ti control son
mayores que los de todos los recubrimientos sintetizados. Esto quiere decir que los discos
recubiertos causan menor inflamacion a lo largo de todo el ensayo. En cuanto al efecto
de la adicidn de la sal de Ca, se puede observar gque solo el recubrimiento dopado con un
1 % de Ca, presenta un ligero aumento significativo respecto al recubrimiento base,

unicamente a 2 dias de experimentacion.
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Figura 4.22. Expresion de genes de TGF-8 para el sistema 7M:3T + % CaCl, (Macréfagos: RAW264.7).
(* p <0.05, *** p <0.001)

Siguiendo con la linea de macrofagos, pero en referencia a la expresion de genes de TGF-
B, en la Figura 4.22 también se aprecia una actividad antiinflamatoria con el dopado con
Ca, ya que se observa, tanto a 2 como a 4 dias, un aumento estadisticamente significativo

de los recubrimientos dopados respecto al recubrimiento base.

Resumiendo, a 2 dias del ensayo con la linea de macréfagos, los recubrimientos dopados
muestran una concentracion mayor del marcador proinflamatorio (significativo en la
muestra con un 1 % de Ca) y mucho mayor del antiinflamatorio, respecto al material base,
en funcidn del contenido en Ca. A los 4 dias del ensayo, el balance de ambos marcadores
indica claramente una disminucion de la inflamacién, ya que disminuye el aumento del
marcador proinflamatorio con el contenido en Ca, mientras que el marcador
antiinflamatorio sigue siendo significativamente mayor en funcién del contenido en Ca.
Este hecho, en principio, es positivo ya que significa que la inflamacion inicial no se

cronifica.

2.8.4. ELISA

La informacidn sobre las proteinas expresadas por parte de las células al entorno, a través
de los test ELISA, es fundamental para entender la influencia de la concentracion de Ca

en los procesos celulares.
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En la Figura 4.23 se presentan los datos de la cuantificacion de ALP detectada, que da
una idea del proceso de mineralizacion celular, para cada uno de los recubrimientos

sintetizados en esta serie con CaCl..

0.20-
3 . T
~~ .
> 015 T [ 70M30T
S 3 ,
Z = , 74 0.5Ca
% E 0.10- T 1Ca
a = M 1.5Ca
|
o i
<< 0.05
-
0.00-
S
&
'\P‘

Figura 4.23. Actividad de la ALP del sistema 7M:3T + % CaCl, (Osteoblastos: MC3T3). (*** p <0.001)

Se observa que los recubrimientos dopados con 1y 1.5 % de Ca indujeron una menor
mineralizacion que el recubrimiento base, a los 7 dias de la experimentacion. A las 2
semanas, el dopado con 1y 1.5 % de Ca supone, igualmente, un descenso significativo
de la ALP.

Por otro lado, en la Figura 4.24 se puede observar la concentracion de TNF-a, en la linea

de macrdfagos, determinada con un ensayo ELISA.
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Figura 4.24. Resultados del ensayo ELISA para el sistema 7M:3T + % CaCl, (Macréfagos: RAW264.7). (*** p <0.001)
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Este ensayo no hace mas que ratificar lo observado en los ensayos PCR, observando que
el valor més alto de TNF-a corresponde al Ti, lo que corrobora que los discos recubiertos
causan menos inflamacion que el Ti control. Ademas, los recubrimientos dopados con Ca
presentan unos valores estadisticamente significativos mas bajos que el correspondiente
al recubrimiento base, a 2 dias de ensayo, aungue los valores se igualan al finalizar la

experimentacion.

3. Discusion

Las funciones prorregenerativas del Ca han hecho que esté en el punto de mira de muchas
investigaciones. Por ello, este elemento se ha utilizado considerablemente en el desarrollo
de nuevos biomateriales para la regeneracion 6sea?®?’. Asi mismo, la sal utilizada en el

dopado se utiliza como coadyuvante en diversos tratamientos médicos?®2°.

En este capitulo se han evaluado los recubrimientos dopados con diferentes porcentajes
de CacCl, frente al sistema base 7M:3T.

Los recubrimientos sintetizados muestran buenas caracteristicas superficiales, asi como
una gran adherencia al sustrato metélico. El dopado con la sal de Ca no provoca

agrietamientos ni grandes porosidades.

La incorporacion de la sal de Ca a la formulacién del recubrimiento ha supuesto una
modificacion de algunas propiedades superficiales, como la rugosidad y la mojabilidad
(Figuras 4.3 y 4.11). En este sentido, el &ngulo de contacto ha aumentado
significativamente, respecto al sistema base, cuando se ha incorporado la sal en la red sol-
gel, alcanzando valores en torno a 75°, muy adecuados para la adhesion celular?®. En
cuanto al parametro de la rugosidad, se ha detectado un aumento de Ra en el sistema
7M:3T-1Ca, en comparacion a todos los demas recubrimientos, aunque la diferencia no
es estadisticamente significativa. Estas diferencias, asi como la propia presencia y
liberacion del ion Ca®* podran influir en la adsorcion superficial de las proteinas, por un
lado, y en el comportamiento celular, por otro, condicionando el entorno en el que se

desarrolla el proceso de reparacion tisular.
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La adicion de la sal no ha afectado a la correcta formacion de la red como demuestran los
espectros obtenidos mediante FTIR/ATR (Figura 4.5) y 2°Si-RMN (Figuras 4.6-4.10).
Las bandas caracteristicas de los recubrimientos sol-gel*® que aparecen en la Figura 4.5,
de los espectros FTIR, confirman que todas las formulaciones se han sintetizado
satisfactoriamente. Asimismo, en la Figura 4.10 se puede observar, por 2°Si-RMN de
solidos, que la red siloxanica se ha formado tal y como se esperaba, siendo las especies
predominantes aquellas que tienen un alto grado de condensacion (T3 y Qz3).

Respecto a la degradacion hidrolitica, los recubrimientos hibridos de Si que contienen la
sal de Ca, presentan una mayor pérdida de peso, respecto al recubrimiento base, a lo largo
de todo el ensayo, hecho que coincide con resultados previos del grupo®!. Ademas, a la
vista de los perfiles presentados en la Figura 4.12 se puede afirmar que cuanto mayor es
la cantidad de agente incorporado mayor es la degradacion medida por pérdida de peso,
Ilegando a niveles superiores al 50 % al final del ensayo. Hay que tener en cuenta que la
liberacion de la sal contribuye a la pérdida de peso, lo que podria explicar, en parte, ese
aumento de pérdida de peso con el aumento de la concentracion de la sal.

Este comportamiento queda corroborado por los perfiles que presenta el ensayo de la
liberacion de Si (Figura 4.13), medida por ICP-AES, gue es una medida cuantitativamente
mas precisa. Se observa un considerable aumento de liberacion de este ion al incorporar
la sal de Ca al recubrimiento, en cualquiera de las proporciones, respecto al recubrimiento
base. De la misma manera, la Figura 4.14 muestra que la formulacion con mayor
concentracion de Ca libera una mayor cantidad de ion Ca?" al medio, siendo la
formulacién 7M:3T-0.5Ca la que menos libera. El perfil es similar para todos los
recubrimientos dopados, con una liberacion inicial muy réapida de los iones en las
primeras horas, para ir estabilizandose a lo largo del resto del ensayo, llegando a liberar
méas de 0.5 mg en el recubrimiento con mayor porcentaje de Ca. Este perfil es muy
interesante ya que asi este elemento puede actuar fuertemente durante las primeras horas,
en las que se debe producir la coagulacion en la herida producida durante la colocacion
del implante, y posteriormente puede seguir actuando en las siguientes etapas que

constituyen la regeneracion del tejido.

Estos datos ultimos se corresponden con los obtenidos para la degradacion hidrolitica por

pérdida de peso. Cuanto mayor es esta, mayor es la liberacion del agente dopante. Del
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mismo modo, cuanta mas sal se introduce en el recubrimiento, mas Ca se detecta en las
liberaciones. Sin embargo, hay una desproporcion entre las cantidades liberadas por la
formulacién menos dopada y las otras dos con mayor contenido en sal. Esto puede ser
debido, por una parte, a que el recubrimiento que tiene 0.5 % de Ca es el que menos afecta
al grado de entrecruzamiento de la red sol-gel y, por otra, a que el hecho de que haya una
menor cantidad de sal en el recubrimiento no promueve la creacion de “vias” que faciliten
la difusion del ion a través del recubrimiento. Asimismo, en el caso de la liberacion del
Si, la cinética de la formulacion con 1.5 % de sal es algo mas lenta que la de la
formulacién con un 1% de Ca, aunque las diferencias, teniendo en cuenta las barras de
error, son pequefias. Una posible explicacion puede ser, también, la facilidad de los iones
Ca2* para formar complejos con los grupos Si, que podria distorsionar las medidas®.

Con todo, se confirma la capacidad de estos recubrimientos de liberar tanto Si como Ca
hacia el medio circundante, lo que posibilitara el ejercicio de su funcién coagulante y

osteorregeneradora.

En cuanto al efecto de la incorporacién de la sal de Ca en el recubrimiento, a nivel celular,
se puede decir que ninguno de los materiales sintetizados es citotdxico y que, a tiempos

largos de ensayo, se favorece la adhesion y posterior proliferacion celular.

El Ca presenta efectos positivos sobre el comportamiento osteoblastico a tiempos largos
de ensayo, favoreciendo la proliferacion y diferenciacién celular. Al analizar mediante
los ensayos PCR la expresion génica de los marcadores osteogénicos ALP y TGF-p, se
observa que la ALP es mayor para todos los recubrimientos sintetizados respecto al Ti
control, destacando la formulacion 7M:3T-1.5Ca a 14 dias (Figura 4.19), aunque si se
compara el efecto respecto al recubrimiento base, se observa que a 2 semanas la ALP
disminuye significativamente en los recubrimientos dopados con 0.5y 1 % de Ca,
manteniéndose en valores similares el dopado con un 1.5 % de Ca, respecto al 7M:3T. En
cuanto a los valores de TGF-B aumenta para todas las formulaciones dopadas en
comparacion al sistema base, siendo Unicamente este aumento significativo para el
recubrimiento dopado con un 1.5 % de Cay a dos dias de experimentacion (Figura 4.20).
Del mismo modo, en el ensayo ELISA (Figura 4.23) la expresion de ALP detectada
aumenta a medida que transcurre el ensayo. Sin embargo, la influencia del Ca en la

osteogenia no es clara, ya que la incorporacion de 1 y 1.5 % de Ca supone un descenso
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estadisticamente significativo de la actividad de este marcador, tanto a 7 como a 14 dias

de ensayo.

Numerosos estudios, tanto in vitro como in vivo, han demostrado claramente el papel del
Ca en todo el proceso de formacion Gsea. Koori et al. demostraron que el dopado con
CaCl puede aumentar la osteogénesis de las células madre®. Otros estudios han revelado
que la presencia de Ca produce una sobreexpresioén de marcadores osteogénicos como la
ALP3 creando un efecto positivo en la remodelacion dsea y en la proliferacion
osteoblastica®. Le Thi et al. concluyeron que sus muestras de Ti con recubrimientos de
carbonato calcico lograban una mayor actividad de la fosfatasa alcalina con osteoblastos
en comparacion con el Ti control®®. En ensayos in vivo sobre implantes de Ti modificados
con Ca, se vio un aumento de la adsorcién y activacion de plaquetas en la superficie de
los implantes, lo que daba como resultado un mayor volumen de hueso, densidad 0sea y
contacto hueso/implante que en los materiales control no modificados®’. Nguyen et al.
calcificaron una superficie nanotubular y comprobaron que mejoraba la diferenciacion de
los osteoblastos estimulando la formacion temprana de hueso en comparacion con los
nanotubos simples®. A su vez, Zhang et al. llevaron a cabo experimentos in vitro e in
vivo, que mostraban que la adicion de un recubrimiento de fitato de calcio promovia la
formacion de hueso nuevo y aceleraba la osteointegracion®®. También, Li et al.
concluyeron que la biosilice dopada con Ca tiene un papel importante en las funciones

hemostaticas que afectan al proceso de regeneracion del tejido 6seo*.

El estudio proteémico realizado ha permitido observar una mayor adsorcién de 2
proteinas relacionadas claramente con la regeneracion dsea, la PEDF y la TETN, en los
recubrimientos dopados con Ca. Los hallazgos de Feng et al. demostraron que la PEDF
desempefia dos funciones en la osteoblastogénesis: mejora la diferenciacion osteoblastica
y aumenta la mineralizacion de la matriz 6sea®!. Del mismo modo, algunos estudios como
los de Cai et al.*? y Chung et al.*® sugirieron que la PEDF tiene un papel importante en
la regulacion de la angiogeénesis. Ademas, Quan et al. apuntaron que la PEDF puede
desempefiar un papel regulador en los procesos de diferenciacion osteoblastica,
osificacion endocondral y remodelacion dsea durante el desarrollo de las extremidades
posteriores de ratones*. Otros estudios, como los de Venturi et al., confirmaron que la
falta de PEDF deriva en defectos 6seos y fracturas frecuentes®. Gattu et al.*® y Li et al.*’

reportaron que la PEDF mejora la diferenciacion osteoblastica de células madre
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mesenguimales humanas y de raton, y aumenta la mineralizacion osteoblastica in vitro.
Sin embargo, se desconocen los mecanismos por los cuales esta proteina regula la
mineralizacion. La TETN se ha relacionado con el correcto desarrollo del tejido 6seo. En
estudios realizados por Ru et al. con ratones TETN knock-out se ha visto que padecen
cifosis y muestran los sintomas de la osteoporosis®. Igualmente, la TETN interviene en
la formacion de tejido nuevo y remodelacion de la matriz de los procesos de cicatrizacion
de heridas cutaneas*, que es similar al proceso de cicatrizacion de fracturas 6seas>.
Ademas, un estudio in vitro de Wewer et al. mostré que la TETN se expresa durante la

formacion ésea®?.

La abundancia normalizada de estas 2 proteinas aumenta respecto a la formulacion base
y tienen un valor estadisticamente significativo en la formulacion con un 0.5 % de Ca, en
ambos casos. Estos resultados tienen coherencia con los valores de los ensayos in vitro,
donde se ve, en PCR, una mejora tanto del marcador ALP, a 7 dias, con el contenido en
Ca, como del marcador osteogénico TGF-B, con un valor maximo en el recubrimiento

con 0.5 % de calcio.

Con respecto al papel de los recubrimientos en la respuesta inflamatoria, el conocimiento
de la expresion de los marcadores TNF-a y TGF-B expresados por los macrofagos en los
diferentes ensayos in vitro y el balance entre ellos es de gran valor. En lo referente a los
ensayos PCR, la expresion del gen proinflamatorio TNF-a disminuye en todas las
formulaciones respecto al Ti control a 2 y 4 dias de ensayo (Figura 4.21). La adicién de
Ca también produce variaciones en los datos, tanto por el propio hecho del dopado como
por la cantidad del mismo. La incorporacion de la sal hace que la inflamacion sea mayor
que la del recubrimiento 7M:3T, en todos los casos, marcando un maximo a 2 dias para
la formulacién con 1 % de Ca (siendo el valor significativo) y para la de 0.5 % a 4 dias
(no significativo). En el intervalo de 2 a 4 dias, la concentracion del marcador disminuye
para todos los materiales sintetizados, por lo que se puede pensar que la inflamacion no
se cronifica. Es mas, a mayores porcentajes de Ca, menor es la inflamacion a 4 dias. En
lo referente a la expresion de genes de TGF-f, que es un marcador antiinflamatorio, se
aprecia una sobreexpresion en todos los recubrimientos dopados respecto al
recubrimiento base, siendo esto indicativo de una regulacion de la inflamacién (Figura
4.22). En el caso del ensayo ELISA con macrofagos, se observa también una disminucién

importante de los valores de TNF-a de la formulacion base y de los materiales con Ca
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respecto al Ti (Figura 4.24). Ademas, a 2 dias, la adicion de Ca provoca un descenso de
la expresion de este gen inflamatorio, dandose el valor minimo en la formulacion
7M:3T-0.5Ca. A 4 dias, sin embargo, no hay diferencias estadisticamente significativas

en TNF-a entre el recubrimiento base y los dopados con Ca.

La caracterizacion mediante LC-MS/MS de la capa de proteinas adsorbida sobre los
distintos recubrimientos enriquecidos con Ca ha permitido la deteccion de un buen
namero de proteinas relacionadas con los procesos asociados a la respuesta inflamatoria.
Destacan entre ellas un grupo de proteinas que pertenecen al sistema del complemento®.
Algunas como C1QC, CO5 o SAMP son conocidas por formar parte de la activacion de
esta cascada®. La ruta clasica del sistema del complemento se inicia cuando C1QC se
une a complejos antigeno-anticuerpo. Diferentes estudios afirman que el aumento del
nivel de la C1QC esta relacionado con la enfermedad de la tuberculosis humana®*®. El
CO5, ademas, también podria tener otras funciones relacionadas con la regeneracion 6sea.
Los osteoclastos, necesarios para la resorcion 6sea, necesitan el complemento CO5 para
que su diferenciacion sea favorable®®. Por Gltimo, la pentraxina SAMP, se encuentra en
mayor proporcion en el recubrimiento mas dopado. Esto es coherente ya que se trata de
una glicoproteina pentamérica con cinco subunidades®’, donde cada una de ellas contiene
dos sitios de unién a Ca?*. Ademas, Poulsen et al. afirman que la interaccion entre SAMP
y otras proteinas o moléculas depende de la concentracion de este ion®®. El papel de esta
pentraxina en el proceso de regeneracion ain no esta claro, pero como indican Bottazzi
et al. se ha asociado con la inflamacion, la remodelacion tisular y la coagulacion®®. Esta
proteina, ademéas de su funcion en el sistema inmunitario innato, podria tener otras
diferentes®®. En este sentido, SAMP esta implicada en la cicatrizacion de heridas y en la

remodelacion tisular, pudiendo prevenir la diferenciacion de monocitos en fibrocitos®.

Estas proteinas que inician la cascada del sistema del complemento experimentan un
crecimiento con la presencia del Ca. Teniendo en cuenta que la via clasica de la activacion
del complemento es dependiente del Ca en sus primeras etapas, es de esperar que la
presencia de este ion en las formulaciones, active de alguna manera esta cascada®. Dichas
proteinas estan presentes desde el principio, en el recubrimiento base, dandose un
aumento de la abundancia con la incorporacién del Ca, con los puntos maximos en
diferentes concentraciones (0.5 % de Ca para CO5 y 1.5 % de Ca para SAMP).
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En contraposicion, las proteinas CLUS, C4BPA, VTNC, CFAH e IC1, que en su mayoria
tienen un maximo en la formulacion con 0.5 % de Ca, inhiben y regulan esta cascada en
sus diferentes fases®’. La proteina CFAH es reguladora de la via alternativa del
complemento y se relaciona con el mantenimiento de la arquitectura del hueso, teniendo
en cuenta que la dindmica entre osteoblastos y osteoclastos puede resultar alterada en
ausencia de CFAH y, por lo tanto, reducir la calidad de este tejido®. La CLUS previene
una excesiva inflamacion, mediante la regulacion del complemento y la via NF-xB, y la
reduccion de la apoptosis y el estrés oxidativo®*®*, La IC1 tiene efectos antiinflamatorios
resultantes de la regulacion del sistema del complemento y la interaccion con células y
matrices extracelulares®®. La VTNC puede moderar la intensidad y duracion de la
respuesta inflamatoria®. Esta Gltima, segun los estudios de Chen et al., tiene un papel
importante en la adhesion de la interleucina-4 en los biomateriales, lo que lleva a la

polarizacion de los macréfagos a su fenotipo reparador M2°%7.

Igualmente, se ha detectado un grupo de apolipoproteinas, que muestran una mayor
afinidad por el biomaterial cuando se agrega CaCl», pudiendo prevenir la activacion de la
respuesta inmune innata y jugar un papel antiinflamatorio®. Se trata de las proteinas
APOC4, APOA y SAA4, siendo las dos primeras muy abundantes y destacando la
APOC4 como una de las proteinas mas adsorbidas a todas las concentraciones. Esto es
muy destacable ya que el papel inmunomodulador de las apolipoproteinas podria estar
asociado con la polarizacion de los macréfagos en su fenotipo antiinflamatorio®® 70, Asi
mismo, la adicién de Ca ha aumentado la afinidad, aunque no tan marcada, por la
adsorcion de inmunoglobulinas como IGHG3, IGHM, KV302, KVV308, K310y KV113,

relacionadas con los procesos de respuesta inflamatoria aguda del sistema inmune’*.

Asi, en las gréficas de la abundancia normalizada de las proteinas adsorbidas relacionadas
con la inflamacién, los valores, tanto de las activadoras como de las reguladoras, son
mayores al introducir la sal de Ca, esto es, los valores se incrementan respecto del sistema
base. Analizando estos datos junto con los de los ensayos PCR, se podria decir que la
presencia de Ca aumenta la inflamacion al comienzo, pero después desciende por lo que
esta no es cronica, por lo que el papel que juegan las proteinas reguladoras tendria mas
importancia que el de las activadoras. En cuanto al ensayo ELISA, a 2 dias, la inflamacion

es significativamente menor que la del recubrimiento base, igualandose a 4 dias.
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Se han encontrado también proteinas pertenecientes a la coagulacion, clave para la
regeneracion 6sea’. PF4 (expresado como PLF4 o PF4V) PLMN y PROS pertenecen a
este grupo de proteinas. La PF4 es una quimiocina plaquetaria que inhibe la angiogénesis
y el crecimiento tumoral . Este factor plaquetario neutraliza el efecto anticoagulante de
la heparina e inhibe la proliferacion de células endoteliales’. Struyf et al. confirmaron
con estudios in vitro que la PF4 es un inhibidor de la angiogénesis™. De todas maneras,
comparando la abundancia normalizada de esta proteina con todas las demas, esta claro
que se adsorbe en cantidades minimas en todos los recubrimientos, partiendo de un valor
cercano a 0 en el recubrimiento base, y siendo su abundancia claramente dependiente de
la concentracién de Ca en el recubrimiento. Como es conocido, el Ca participa
activamente en la formacion del tapon plaquetario, es decir, en la agregacion plaquetaria
y en la polimerizacion de la fibrina que dan lugar a la coagulacion’®. La presencia de este
factor indica claramente una activacion de las plaquetas y por tanto de la coagulacién. El
PLMN tiene un papel importante en la activacion del sistema plasmindgeno, el paso clave
en el proceso de la fibrindlisis. Tras un trauma, el sistema de coagulacion es uno de los
principales iniciadores del desarrollo de codgulos sanguineos. Después de esto, el sistema
plasmindgeno actua durante la degradacion de la matriz extracelular y la consecuente
remodelacion tisular y angiogénesis, lo que lleva a una correcta cicatrizacion del tejido””.
La proteina PROS participa en la regulacion de la via de coagulacion sanguinea’®. Esta
proteina plasmatica ayuda a prevenir la coagulacion y estimula la fibrindlisis. Por otro
lado, la VTNC, ademas de su papel como inhibidora de la activacion de la cascada del
complemento, podria interactuar con la cascada de la coagulacion, contribuyendo a la
formacion de trombos, la reparacion de heridas, la homeostasis vascular y la regeneracion
de tejidos™. Esta proteina también podria favorecer la diferenciacion osteoblastica®®.
Igualmente, las superficies que adsorben mas VTNC aumentan la adhesion y
proliferacion de osteoblastos y, por lo tanto, mejoran la osteoconduccion®. Respecto a
las funciones en vias de sefializacion mediante PANTHER, hay que destacar que la Unica
funcién comin a todos los recubrimientos suplementados con Ca es la coagulacién
(Figura 4.16).

Del mismo modo, la proteina HRG esté involucrada en estas etapas de la regeneracion®.
Esta podria funcionar como modulador antifibrinolitico y anticoagulante, y también

podria regular la funcion plaquetaria in vivo®.
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4. Resumen

Los resultados muestran que el material se ha obtenido exitosamente, con el CaCl> bien
incorporado en la red sol-gel, y con buenas propiedades superficiales y buena adhesién a

sustratos metalicos.

Como era de esperar, a medida que se ha introducido mayor cantidad de agente dopante
a la red polisiloxanica, la degradacion ha sido mayor, permitiendo obtener una liberacién
adecuada de Ca hasta el final del ensayo. El perfil de liberacion se corresponde al de la
degradacion hidrolitica, donde todos los materiales presentan una rapida degradacion

inicial, dandose después una degradacién mas progresiva hasta el final.

La suplementacion del sistema base ha derivado en una variacion significativa de la
humectabilidad, aumentando significativamente la hidrofobia respecto al material base, y
la rugosidad, dandose un valor mayor de Ra en el sistema 7M:3T-1Ca, en comparacion a

todos los demés recubrimientos, no siendo estadisticamente diferente.

Los recubrimientos modificados con Ca han adsorbido mas proteinas relacionadas con la

respuesta inflamatoria, la regeneracion tisular, la fibrindlisis y la coagulacion sanguinea.

Las dos lineas celulares estudiadas en los ensayos in vitro, la de osteoblastos y la de
macrofagos, manifiestan un comportamiento que depende de la concentracion de Ca

afadida.

Respecto a la inflamacion, esta es menor a la del Ti en todos los recubrimientos
sintetizados. En las PCR se observa mayor inflamacién que el recubrimiento base, en
todos los casos, a todos los tiempos. No obstante, el aumento de la expresion génica
TGF-B en los macrofagos indica que los materiales indujeron un fenotipo antiinflamatorio
en los mismos. El dopado con esta sal hace que aumente la abundancia de las proteinas
C1QC, CO5y SAMP, activadoras de la cascada del complemento. A su vez, las proteinas
reguladoras de la inflamacion, a saber, C4ABPA, CFAH, CLUS, IC1, VTNC vy las
apolipoproteinas, también aparecen mas adsorbidas en los materiales con Ca. La
presencia de estas ultimas parece tener mas importancia ya que la inflamacion que aparece

al principio no se cronifica.
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En relacion a la regeneracion dsea, en las PCR con osteoblastos, existe un aumento en la
expresion de los genes del marcador osteogénico ALP a 7 dias, y del marcador TGF-B,
respecto al recubrimiento base, a lo largo de todo el experimento, con un valor maximo a
14 dias para el recubrimiento dopado con 0.5 % de calcio. En el ensayo ELISA, la adicion
de 1y 1.5 % de Ca supone una disminucion de la expresion de ALP. No asi la adicion de
un 0.5 % de calcio. Las tendencias al alza de las graficas de abundancia normalizada de
TETN y PEDF, proteinas concernientes a la regeneracion 6sea, y el maximo en la
formulacién con un 0.5 % de Ca, pueden correlacionarse con los valores de los ensayos
PCR.

Por otro lado, en lo referente a la coagulacion, las proteinas PL4, PLMN y PROS
aumentan su presencia en los recubrimientos suplementados. Esta funcion es la méas
destacada en todos los recubrimientos con Ca. Por ultimo, la abundancia de la HRG,
relacionada con la fibrindlisis, aumenta cuanto mayor es el porcentaje de CaCl:

introducido.

Por lo tanto, los estudios protedmicos y de expresion génica muestran que la
incorporacion de Ca al recubrimiento no provoca inflamacién cronificada, aumenta
claramente la funcion de la coagulacién y fibrindlisis, y mejora la capacidad ostegénica

del recubrimiento base.
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Recubrimientos dopados con Sry Ca

1. Introduccion

Como se ha visto en los capitulos anteriores, la adicion de diferentes componentes
bioactivos al recubrimiento base sol-gel puede ser una forma prometedora de mejorar la

funcién del propio recubrimiento por si solo.

En los ultimos afos, las modificaciones superficiales de los implantes de titanio que
utilizan una combinacién de iones incorporados simultdneamente, han tenido objetivos
tales como mejorar la cicatrizacion inicial! o provocar efectos positivos en la
osteointegracion de dichos implantes®3. La forma méas habitual para realizarlo ha sido
utilizar recubrimientos de hidroxiapatita o de fosfato calcico modificados con iones como
Sr, Zn o Mg. Sin embargo, también hay que resefiar que las diferentes propuestas
investigadas han tenido algunas limitaciones, por ejemplo, en términos de
biocompatiblidad o potencial de osteointegracion. Asi, segun una revision realizada por
Lopez-Valverde et al. en base, principalmente, a estudios in vivo en modelo animal y
algin ensayo clinico en humanos, concluyen que el efecto de las modificaciones
bioactivas de las superficies de los implantes dentales no siempre es beneficioso para la
osteointegracion®; o bien, tal y como comenta Wheleer, los recubrimientos no llegan a
tener las propiedades adecuadas para realizar su funcion, achacandolo principalmente a
que se producen cristalizaciones®; o incluso pueden tener efectos citotdxicos, tal y como
observan Qadir et al. para elementos como Sr, Ca, C 0 Ag, en una revision realizada en

base a recubrimientos de hidroxiapatita sustituida con diferentes iones®.

De cualquier forma, el codopado con iones metalicos proporciona una solucidn
econdmica y factible para incorporar agentes bioactivos que mejoren la regeneracion
6sea’. Esto se debe a su capacidad para desempefiar un papel importante en diferentes
sistemas, como puede ser el tejido 0seo, y a la posibilidad de activar canales idnicos o
sefiales secundarias, como es el caso del estroncio con el calcio®. Asi, en la revision
bibliogréfica realizada por Jiménez et al.® se muestran diferentes materiales codopados
para terapias regenerativas, tales como andamios de vidrio bioactivo con Sr y Li que
aceleran la formacion temprana de hueso; éxidos de titanio con Sr y Ca que mejoran la

formacion 6sea in vivo; o0 andamios con Sry Zn que modulan el comportamiento de los
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macrofagos. Igualmente, en la revision realizada por O’Neill et al.!, sobre el rol de los
iones en la regeneracion 6sea, se exponen los efectos osteogénicos de andamios de vidrio
bioactivo con Ca y B, y los efectos angiogénicos de biomateriales con Co y Mg, entre

otros.

Igualmente, se ha demostrado que diferentes iones metalicos coimplantados tienen
efectos sinérgicos en la mejora de la osteogénesis, la angiogénesis y la osteointegracion®t,
Mao et al. determinaron que el Si y el Sr liberados de ciertas bioceramicas tenian un
efecto sinérgico, mejorando la osteogénesis y suprimiendo la osteoclastogénesis'?. Por
otro lado, Chattopadhyay et al. confirmaron que el Sry el Ca combinados tienen un efecto
mayor sobre la produccion de fosfato de inositol, relacionado con la diferenciacién de
osteoblastos, que la accion individual de cualquiera de los iones®. Del mismo modo, en
la revision realizada por Marx et al. sugieren que la accion dual de los iones Ca 'y Sr puede
mejorar la regeneracion 6sea en la intercara implante/hueso’*. Analogamente, Almeida
et al. demostraron el efecto sinérgico producido por la liberacion de Ca y Sr desde un
compuesto hibrido sol-gel, que presentaba una respuesta celular osteoblastica mejorada®®.
Esta interesante idea tiene el potencial de convertirse en una gran estrategia para mejorar

la tasa de supervivencia de los implantes dentales.

Tanto el Sr como el Ca forman cationes divalentes con similar radio i6nico (1.13 A para
el Sry 0.99 A para el Ca) y, a menudo, actiian de manera analoga en el cuerpo humano,
con propiedades beneficiosas para los huesos'®8, Como se ha explicado en el capitulo 3,
el Sr estimula la funcion de los osteoblastos e inhibe la funcion de los osteoclastos in
vitro. EI mecanismo celular que dirige esta respuesta parece ser que incluye el receptor
sensor de Ca, lo que liga a ambos iones en las funciones celulares de las células 6seas®.
Ademas, los resultados obtenidos hasta ahora permiten afirmar que, por una parte, la
adicion del Sr al recubrimiento base podria mejorar el potencial osteogénico vy
antiinflamatorio, asi como el sistema de coagulacion, y por otra, la adicion del Ca aumenta
claramente las funciones de coagulacion y fibrinolisis, mejorando la capacidad
osteogénica y sin que provoque la cronificacion de la inflamacién. Por todo ello, y con el
objetivo de estudiar el efecto producido por la incorporacién simultanea de ambos iones
y comprobar si provoca, 0 no, un efecto sinérgico en el proceso de remodelacion 6sea
alrededor del implante, en este capitulo se propone introducir diferentes mezclas de ambas

sales.
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Por lo tanto, teniendo en cuenta la importancia de la dosificacion®® y la concentracion®
en el papel de estos iones metalicos, y viendo los resultados de los capitulos anteriores,
donde la adicion de un 0.5 % de Ca arroja buenos resultados relacionados con los
marcadores osteogénicos y de coagulacion, e intentando no contribuir demasiado al
aumento inicial de la inflamacion que puede provocar este ion, se decide dopar los
recubrimientos con un porcentaje fijo de CaCl. del 0.5 % en peso, e ir variando la cantidad
de SrCl introducida, a saber, de 0.5, 1 y 1.5 % en peso. Por lo tanto, seran 3 nuevas

formulaciones las que se sinteticen para realizar este estudio (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Formulaciones utilizadas y nomenclatura de las mismas.

Nomenclatura % SrCl; % CaClz
7M:3T-0.5Sr-0.5Ca 0.5 0.5
7M:3T-1Sr-0.5Ca 1 0.5
7M:3T-1.5Sr-0.5Ca 15 0.5

2. Resultados

2.1. Caracterizacion morfoldgica

2.1.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Al observar los recubrimientos obtenidos a pocos aumentos, x300, todas las
formulaciones tienen una apariencia homogeénea (Figura 5.1). Sin embargo, estudiando
las superficies a mayores aumentos se observa que cada uno de los recubrimientos

presenta caracteristicas diferentes, que se analizaran individualmente a continuacion.
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pm
15.0kV SET 15. 0KV SET

Figura 5.1. Micrografias por SEM de los recubrimientos (a) 7M:3T, (b) 7M:3T-0.55r-0.5Ca,
(c) 7M:3T-15r-0.5Ca y (d) 7M:3T-1.55r-0.5Ca.

La composicién que contiene un 0.5 % de CaClz y un 0.5 % de SrCl> presenta precipitados
distribuidos por toda la superficie del recubrimiento (Figura 5.2). Estas nanoparticulas
podrian ser nicleos de cristalizacion. Al realizar el analisis elemental de la superficie con
espectroscopia por energia dispersiva de Rayos X (EDX) no se ha detectado ni Cl, ni Sr,
ni Ca, debido, probablemente, a un problema de sensibilidad del equipo. El diminuto
tamafio de las particulas, hace que la sefial de estos elementos sea inapreciable. Sin
embargo, el diferente brillo mostrado por estos precipitados indica que se trata de una

fase distinta al sol-gel.
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— im scic ) L — ipm  scrc
X 10,000 15, 0KV SEL SEM WD 1omm X 20,000 15.0kV SEL SEM WD 10mm

Figura 5.2. Detalle de las micrografias por SEM del recubrimiento 7M:3T-0.55r-0.5Ca a 10000x (a) y 20000x (b).

De modo similar a la composicion anterior, en el recubrimiento que contiene un 1 % de

SrCl> se observan precipitados distribuidos por toda la superficie del disco (Figura 5.3).
En este caso, parece haber una mayor cantidad y los cristales parecen tener un mayor
tamano, observandose también alguna porosidad. Estos poros presentes pueden atribuirse
a espacios vacios que derivan de la evaporacion de los compuestos volatiles que quedan

atrapados dentro del recubrimiento?..

e
sl

X 2,000 15.0kV SET SEM WD 10mm

3 3y

X 10,000 15.0kV SET

Figura 5.3. Detalle de las micrografias por SEM del recubrimiento 7M:3T-15r-0.5Ca a 2000x (a) y 10000x (b).

Al afadir un 1.5 % de SrCl> se pueden observar diferentes heterogeneidades asociadas al
recubrimiento sol-gel (Figura 5.4). Por una parte, se distinguen precipitados similares a
los de las composiciones anteriores, aunque de mayor tamafio, asi como la aparicion de
mas porosidad, y por otra, se observa la formacién de una tercera fase donde el

recubrimiento muestra unos cristales rectangulares de color oscuro distribuidos por la
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superficie. Esta tercera fase parece estar totalmente integrada en la red sol-gel, pero su

composicion es diferente, mostrando una distinta intensidad.

15.0kV SEI X 10,000 15.0kV SET

Figura 5.4. Detalle de las micrografias por SEM del recubrimiento 7M:3T-1.55r-0.5Ca a 2000x (a) y 10000x (b).

En este caso, al analizar el recubrimiento mediante EDX, tanto los precipitados como esta
tercera fase detectada, dan lugar a un pico de Cl en el analisis de su composicion (Figura
5.5). Este hecho indica que durante el proceso de obtencion del recubrimiento sol-gel, se
produce una cristalizacion de las sales de Ca y/o Sr.

Spectrum 1

I e e e e o e L o B o o e L R s
05 1 15 2 25
Full Scale 333 ots Cursar: 0.000 ke

Figura 5.5. Andlisis del recubrimiento 7M:3T-1.55r-0.5Ca mediante EDX de los precipitados (arriba)
y de la tercera fase detectada (abajo).
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2.1.2. Perfilometria ptica

La figura 5.6. muestra los valores de Ra proporcionados por el software del equipo.
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Figura 5.6. Representacion grdfica de Ra para los diferentes sistemas dopados con CaCl, y SrCl,. (* p <0.05)

Todos los recubrimientos, tanto el base como los dopados, cubren la rugosidad de los
discos de Ti, haciendo que el pardmetro Ra disminuya. La adicion de las sales provoca
una disminucion significativa de la rugosidad respecto al recubrimiento base, hecho que
no se ha observado en los recubrimientos formulados ni con SrClz ni con CaCls. El
aumento de la cantidad de sal en el recubrimiento no provoca un cambio significativo en

la rugosidad.

2.2. Adherencia

Se realiza el ensayo de adherencia mediante la técnica de “corte por enrejado” y se
observa la superficie con un microscopio optico (Figura 5.7). En todos los casos se
obtienen recubrimientos transparentes con un acabado brillante. Del mismo modo,
presentan otras buenas propiedades superficiales como la ausencia de grietas o la

uniformidad.
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Figura 5.7. Ensayos de corte por enrejado para los sistemas (a) 7M:3T, (b) 7M:3T-0.55r-0.5Ca, (c) 7M:3T-15r-0.5Ca
y (d) 7M:3T-1.55r-0.5Ca, a un aumento de x0.73.

Tras realizar los cortes en cuadricula y despegar la cinta de tira adhesiva, en ninguno de
los recubrimientos se observa que se desprenda algo de material. Por lo tanto, se clasifica
como “desprendimiento 0, es decir, la adherencia al sustrato de todos los materiales

obtenidos es 6ptima, igual que en los recubrimientos formulados con CaCl, o con SrCl..

2.3. Caracterizacion quimica

2.3.1. FTIR/ATR

Primeramente, con la espectroscopia infrarroja en el intervalo correspondiente a la region
del infrarrojo medio, se estudia la red siloxanica formada en los recubrimientos base y en

los dopados.

La Figura5.8. muestra los espectros IR de los recubrimientos dopados con 0.5 % de CaCl»

y los diferentes porcentajes de SrCls.
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TM3T-05S-05Ca
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Wavenumbers (cm-1)

Figura 5.8. Espectros IR del sistema 7M:3T base y dopados con 0.5 % de CaCl, y diferentes porcentajes de SrCl,.

Los espectros de las distintas formulaciones muestran que la presencia de los dos cationes,

incluso a la mayor concentracion de un 2 % en peso, no impide la formacién de la red.

Al igual que sucede con las formulaciones con un solo tipo de sal, es posible observar las
bandas con mayor intensidad que corresponden a los enlaces Si-O-Si en torno a 760 y
1075 cm™. También se observa otra banda asociada a la vibracion de tension asimétrica
de este enlace alrededor de 1165 cm™. Todas ellas confirman la formacion satisfactoria
de la red polisiloxanica??, del mismo modo que ocurria con los recubrimientos que

incorporaban un Unico tipo de sal.

Igualmente, en todos los recubrimientos sintetizados el precursor MTMOS forma parte
de la red de silicio. Esto se demuestra con la identificacion, en todos los espectros
analizados, de las bandas a 2975 y 1275 cm™, debidas a la vibracion del grupo —CHz y
Si-CH3?%.

Por altimo, la banda que corresponde a la vibracién de los —OH de los grupos silanol se
observa a 940 cm™. Esta es poco intensa en todos los espectros asi que se puede concluir
que la cantidad de grupos silanol sin condensar es pequefia. Por lo tanto, la red formada

es densa.
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2.3.2.#Si-RMN

La caracterizacion quimica se contintia con la técnica de 2°Si-RMN en estado liquido, que
permite seguir la evolucion de las reacciones de hidrolisis y condensacion de todas las

formulaciones.

En las siguientes figuras (5.9 a 5.12) se muestran los espectros correspondientes a la
cinética de la reaccion de los sistemas disefiados donde la concentracién de Ca se

mantiene constante y se varia la de Sr, junto con el espectro del recubrimiento base.
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Figura 5.9. Espectro 2°Si-RMN liquido del sistema 7M:3T base.
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Tz

T, Ts Q;

MTMOS

TEOS
7M:3T-0.55r-0.5Ca

30 35 40 45 80 55 50 -85 70 75 80 -85 90 -9 400 105 10 115 120
d (ppm)

Figura 5.10. Espectro 29Si-RMN liquido del sistema 7M:3T-0.55r-0.5Ca.
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Figura 5.11. Espectro °Si-RMN liquido del sistema 7M:3T-1Sr-0.5Ca.
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Figura 5.12. Espectro 29Si-RMN liquido del sistema 7M:3T-1.55r-0.5Ca.

En los espectros se puede comprobar como evoluciona la red siloxénica durante este
proceso. En todas las figuras se puede observar que los picos correspondientes a las
especies menos condensadas (T: y Q1) son los mas destacados cuando comienza la
reaccion. En esta primera etapa, aparece un desdoblamiento de estos picos, mucho mas
notorio en el caso de Q1, que se puede atribuir a las interacciones entre los cationes y los
silanoles®*, que desplazan ligeramente estos picos hacia valores mas positivos. En la
formulacion 7M:3T-1Sr-0.5Ca, la reaccion de condensacion es mas lenta y se pueden
observar estos desdoblamientos en Ti e, incluso, aparece la sefial de las especies
hidrolizadas del MTMOS. Sin embargo, a medida que avanza el tiempo, estas sefiales van
perdiendo intensidad con el avance del tiempo de ensayo. Si se compara este proceso con
el que se da con la formulacion que lleva Unicamente un 1 % de Sr (Figura 3.9), se
observa, también, una ralentizacién de la condensacion, sobre todo con el precursor
MTMOS, ya que la especie MTMOS(OH) no desaparece inmediatamente y los picos
correspondientes a Ts, son practicamente inapreciables, incluso a un tiempo de 2 horas.
Este hecho, en cambio, no se aprecia con las formulaciones que llevan un 1.5 % de Sr, ya
que la presencia del 0.5 % de Ca no se traduce en cambios apreciables en este proceso de

hidrolisis-condensacion. De la misma manera, los picos correspondientes a las especies
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mas condensadas (T3 y Qz) van aumentando su sefial a medida que avanza la reaccion.

En ningln caso se logra la especie mas condensada Qa.

Pasadas dos horas desde el inicio de la reaccion, no hay evidencia de que las especies de
mayor grado de condensacion sean las mayoritarias, por lo que se realiza un tratamiento
térmico para asegurar la formacion de especies mas condensadas que den lugar a la red

polisiloxénica y a la solidificacion.

Los espectros de 2°Si-RMN de solidos realizados tras este tratamiento se muestran en la
Figura 5.13.

T2
T. Qs
7M:3T-1.55r-0.5Ca Q; Q.

7M:3T-1S0.5Ca A

— — T T

TM:3T.0.58r0.5Ca I/\M\
———— e e —— —— e —

TMAT m/

J0 35 40 45 50 &5 &0 65 70 75 g0 -85 90 95 100 05 10 15 -120
8 (ppm)

Figura 5.13. Espectro #°Si-RMN sdlido del sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl..

El espectro muestra las sefiales de las especies T y Ts del precursor MTMOQOS, y las
asociadas a las especies Q2, Q3 y Qs del TEOS. Las ratios de las areas de los picos Tz y
T2 se muestran en la Tabla 5.2.
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Tabla 5.2. Ratio de las dreas de los picos T3y T, obtenidas por 2°Si-RMN.

Formulacion Ratio T3/T2
TM:3T 3.35
7M:3T-0.5Sr-0.5Ca 2.66
7M:3T-1Sr-0.5Ca 2.54
7M:3T-1.5Sr-0.5Ca 242

Observando los espectros se comprueba que se ha producido una mayor condensacion de
la red siloxanica, tal y como se esperaba, siendo los picos correspondientes a las especies
de mayor condensacion los que aparecen con mayor intensidad y desapareciendo las
sefiales asociadas a los precursores. Asi, en el caso del MTMOS se observan las sefiales
T2y T3, siendo esta ultima la mas abundante. En lo referente al TEOS, se observa que la

especie con mayor presencia es la Qz, y las sefiales Q2 y Q4 son de baja intensidad.

Por lo tanto, la presencia conjunta de Ca y Sr en los recubrimientos no perjudica de
manera importante a la formacion de la red, ya que las sefiales de las especies Tz y Qs
contintan siendo las mas intensas. Aun asi, la condensacion promovida por el tratamiento
térmico aplicado es menor cuanto mayor es el porcentaje de sal afiadido, ya que las ratios
de los picos correspondientes al MTMOS disminuyen ligeramente, siendo los valores més
bajos que el 2.97 correspondiente a la formulacién 7M:3T-0.5Ca del tema anterior (Figura
410y Tabla 4.1).

2.4. Determinacion del grado de hidrofilia/hidrofobia

Es bien conocido que la hidrofilia de los recubrimientos puede influir en la velocidad de
degradacion de los mismo. Ademas, este factor es importante en la interaccion celular de

los biomateriales?.

La medida del angulo de contacto se ha llevado a cabo de la misma manera que en los

casos anteriores y los resultados obtenidos se muestran en la figura 5.14.
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Figura 5.14. Valores de dngulo de contacto de los recubrimientos de los sistemas 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl,.
(*** p <0.001)
Como se puede comprobar, la adicion de las dos sales aumenta el valor del angulo de
contacto a valores que rondan los 80° superando ligeramente los 75° de los
recubrimientos formulados con CaClz o con SrCl,. De cualquier forma, los valores de los
nuevos recubrimientos se encuentran en el rango optimo para la adhesion celular? 'y, por

lo tanto, para una buena respuesta tisular.

2.5. Ensayo de degradacion hidrolitica

Los recubrimientos obtenidos se degradan hidroliticamente al sumergirlos en un medio
acuoso. Los productos liberados en este proceso, basados en silicio, tienen propiedades

osteorregeneradoras?’, por lo que ahi radica la importancia de este estudio.

Los resultados obtenidos, como tanto por ciento de pérdida de peso del recubrimiento, se

presentan en la Figura 5.15.
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Figura 5.15. Degradacion hidrolitica de los recubrimientos del sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl,.

Todos los recubrimientos sintetizados se degradan con mayor celeridad en los primeros
dias. Después, hasta la conclusion del ensayo, la degradacion es mas gradual. La presencia
de las sales, una vez mas, favorece la mayor degradacion respecto al recubrimiento base
7M:3T. Estos resultados son coherentes con las diferentes heterogeneidades asociadas al
recubrimiento sol-gel observadas en el apartado 2.1.1, como los agregados y las
porosidades. Por Gltimo, cuanto mayor es el porcentaje de agente dopante introducido en
la formulacion, mas degradacion sufre el recubrimiento, ya que, por un lado, la liberacién
de las sales contribuye a la pérdida de peso y, por otro, la menor condensacion de la red
favorece su hidrdlisis. EI comportamiento es similar al observado en los capitulos
anteriores, donde un aumento de la concentracion de la sal provoca un aumento de la
degradacion, por lo que la adicion de las dos sales en las concentraciones 0.5 % de Ca'y

1.5 % de Sr, provoca la mayor degradacion del recubrimiento.
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2.6. Ensayos de liberacion

Una consecuencia de la degradacion hidrolitica que sufren los recubrimientos
desarrollados es la liberacion de Si, Ca 'y Sr. Los 3 elementos pueden tener un papel muy

importante en la regeneracion 6sea.

El Si liberado desde los recubrimientos sintetizados, asi como el correspondiente al

7M:3T-0.5Ca, se muestra en la representacion grafica de la Figura 5.16.
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Figura 5.16. Liberacion de silicio del sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl,.

A la vista de los perfiles de liberacidn de Si se puede concluir que la liberacién estd muy
favorecida frente al sistema base, con la adicion de las sales de Sr y de Ca, observandose
un aumento importante de la liberacion de Si. Por otra parte, una vez mas, la diferencia
entre los sistemas dopados es bastante menor y los valores muy similares a los de la
formulacién con unicamente un 0.5 % de Ca. Este comportamiento es muy similar al que
se daba tanto en los recubrimientos que incorporaban Sr como en los que incorporaban
Ca.

Con este ensayo se puede, ademas, observar la cinética de liberacion de los cationes que

provienen de ambas sales.
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Primeramente, en la Figura 5.17, se muestran las liberaciones de Sr que se dan a partir de

los diferentes recubrimientos.
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Figura 5.17. Liberacion de Sr del sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl,.

En todas las formulaciones, en las primeras horas se produce una rapida liberacion de Sr
y, después, se va ralentizando hasta las 3 0 4 horas, a partir de las cuales no se observa
liberacion. También se aprecia, l6gicamente, que la formulacién con mayor cantidad de
Sr es la que presenta una mayor liberacion, mientras que la que contiene un 0.5 % en peso

es la que libera una cantidad proporcionalmente menor.

Por otro lado, en la Figura 5.18 se muestran los resultados del ensayo de liberacion
correspondiente al Ca.
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Figura 5.18. Liberacion de Ca del sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl,.

En este caso también ocurre que la mayor parte del Ca liberado se produce en los primeros
instantes del ensayo, y se mantiene constante durante todo el mes que dura el ensayo.
Ademas, la cantidad liberada es similar en todas las formulaciones, siendo los perfiles de
los diferentes materiales practicamente iguales. Si se compara el Ca liberado en los
recubrimientos que llevan la mezcla de sales con el recubrimiento que lleva Unicamente
0.5 % de Ca (formulacion 7M:3T-0.5Ca), la liberacion de este ion es hasta 2-3 veces
superior, debido, probablemente, a la mayor degradacion y menor condensacion de la red

formada cuando se incorporan los dos iones.
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2.7. Andlisis protedmico de las proteinas adsorbidas en
la superficie

Se han identificado un total de 183 proteinas distintas adsorbidas en los diferentes
materiales desarrollados (Anexo 3). Se emple6 el programa Progenesis QI para realizar
el andlisis diferencial de las proteinas identificadas entre las superficies dopadas y el
recubrimiento base y las bases de datos PANTHER y DAVID para la clasificacion de

estas proteinas respecto a sus funciones.

El andlisis comparativo utilizando Progenesis QI detecté 54 proteinas adsorbidas
diferencialmente en los materiales enriquecidos con las sales, de las cuales 17 estan
menos adheridas a la superficie del recubrimiento cuando se dopan en comparacion con
la base (Tabla 5.3). En la tabla 5.4, en cambio, se muestran las 37 proteinas que presentan
menor afinidad por el sistema base y se encuentran adsorbidas en las superficies dopadas

en mayor proporcion.

Tabla 5.3. Andlisis diferencial Progenesis QI de proteinas menos adsorbidas en recubrimientos dopados con Sry Ca
respecto al material base. Las proteinas detectadas con ANOVA p < 0.05 (en amarillo) y una ratio inferior a 0.77
(en rojo) se consideraron significativamente diferentes (en negrita).

7M:3T-0.5Sr- 7M:3T-1Sr-
0.5Cavs 7TM:3T 0.5Cavs 7TM:3T

Cddigo Proteina p Ratio p Ratio p Ratio

Immunoglobulin kappa
constant

ACTB Actin cytoplasmic 1 0.045 0.41 0.341 0.68 0.805 0.79

IGKC 0.024 0.68 0.359 0.77 0.249 0.80

THRB Prothrombin 0020 056 0234 065 0312 077
PKP1 Plakophilin-1 0005 042 0030 022 0180 075
iLLs  'mmunoglobulin lambda- 5 0oy 549 0108 051 0057 061
like polypeptide 5
Immunoglobulin lambda
IGLCS6 At 6 0014 051 0107 060 0022 057
Glyceraldehyde-3-
G3P ohosphate dehydrog. 0016 033 0296 030 0205 046
Immunoglobulin kappa
K\V106 bl 1 0011 036 0118 035 0020 038
SAAL Serum amyloid A-1 0228 048 0032 034 0065 038
protein
VTNC Vitronectin 0006 033 0047 032 0006 036
igpg  'Msulin-like growth factor- 0 998 5048 048 0013 035

binding protein 4
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ANT3 Antithrombin-111 0000 023 0004 027 0001 031

FA9 Coagulation factor 1X 0.258 0.28 0.062 0.19 0.032 0.17
S10A9 Protein S100-A9 0016 003 0019 003 0261 0.0
PRG4 Proteoglycan 4 0003 013 0013 008 0008 0.10
FA10 Coagulation factor X 0.004 0.08 0.001 0.04 0.003 0.09
PROC Vitamgo';idne%e“dem 0002 00l 0004 002 0000 0.02

Tabla 5.4. Andlisis diferencial Progenesis Ql de proteinas mds adsorbidas en recubrimientos dopados con Sry Ca
respecto al material base. Las proteinas detectadas con ANOVA p < 0.05 (en amarillo) y una ratio superior a 1.3
(en verde) se consideraron significativamente diferentes (en negrita).

7M:3T-0.5Sr- 7M:3T-1Sr-
0.5Cavs 7TM:3T 0.5Cavs 7TM:3T

Cddigo Proteina p Ratio p Ratio p Ratio

HBA Hemoglobin subunit alpha ~ 0.008  14.09 0.091 10.82 0.011 13.48

APOF Apolipoprotein F 0.001 1044 0.002 1254 0.000 11.01

APOL1 Apolipoprotein L1 0.034 5.46 0.028 8.82 0.013  10.02
Inter-alpha-trypsin

ITIH3 inhibitor heavy chain H3 0.334 1.82 0.157 3.50 0.008 7.53
CLUS Clusterin 0.000 4.75 0.001 5.48 0.001 6.32
FINC Fibronectin 0.130 2.86 0.287 2.97 0.022 5.47

APOA4 Apolipoprotein A-1V 0.000 5.62 0.019 4.52 0.001 5.26

CO4A Complement C4-A 0.000 9.50 0.000 4.77 0.001 5.13

Protein Z-dependent
protease inhibitor
Inter-alpha-trypsin

inhibitor heavy chain H1

RET4 Retinol-binding protein 4  0.089 1.84 0.058 2.23 0.044  3.94

Immunoglobulin lambda-

ZPI 0.165 2.80 0.728 1.58 0.043 5.08

ITIH1 0.179 1.57 0.113 1.94 0.003 4.46

IGLL1 - . 0.013 3.38 0.153 2.79 0.006 3.88
like polypeptide 1

Figg  CoMURUORTCtorXINB o005 443 0071 367 0035 359
Inter-alpha-trypsin

ITIH2 inhibitor heavy chain H2 0577 131 0317 239 0.020 3.46

ANGT Angiotensinogen 0.862 0.88 0.041 2.14 0.028 3.43

Monocyte differentiation
CD14 antigen CD14 0592 133 0041 593 0.046 341
HEP2 Heparin cofactor 2 0.094 2.25 0.268 2.54 0.027 3.16
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CO4B Complement C4-B 0004 413 0020 351 0016 2.86
aLs  'neulin-like growthfactor- g o8 056 0546 159 0046 2.67
binding protein...
HRG Histidine-rich glycoprotein ~ 0.033 2.71 0.132 1.89 0.013 2.58
co9 Comp'emegtgcompone“t 0013 190 0087 213 0001 255
FETUA  Alpha-2-HS-glycoprotein ~ 0.049 2.87 0.277 2.34 0.054 2.42
APOA1 Apolipoprotein A-I 0004 215 0028 202 0002 2.39
AACT  Alpha-1-antichymotrypsin ~ 0.061 1.69 0.785 1.24 0.008 2.32
GPX3 Glutathione peroxidase 3 0.602 1.30 0.837 1.30 0.018 2.29
cosa  Complementcomponent ) nac 595 0125 233 0033 223
C8 alpha chain
Serum paraoxonase /
PON1 arylosterase 1 0239 134 0323 169 0030 1.99
VTDB  Vitamin D-binding protein ~ 0.030 2.33 0.184 2.71 0.046 1.97
CD5L CD5 antigen-like 0146 074 0687 057 0042 191
Inter-alpha-trypsin
ITIHA e hoavy chain Ha 0079 134 0478 133 0017 178
Complement component
CO8G <8 gamma chain 0933 098 0492 057 0040  1.69
TFPI1 Tissue factor pathway 515 508 0415 137 0326  1.55
inhibitor
A1AG2 A'pha'l'ac'dzg'ywpmte'“ 0115 1.81 0046 228 0200 150
IGHAL  'mmunoglobulinheavy o1, 416 0977 102 0034 135
constant alpha 1
ALBU Serum albumin 0.037 1.61 0.066 1.72 0.231 1.31
CPN2 Carboxypeptidase N 0694 112 0024 237 0376 126
subunit 2
puLp  Phosphatidylinositol- o0 507 5201 238 1000 1.00

glycan-specific D

Realizando el andlisis de las proteinas adsorbidas de forma diferencial en las superficies
mediante la herramienta DAVID se han identificado proteinas relacionadas con los

procesos de inflamacion, coagulacion sanguinea, fibrindlisis, adhesion celular y

regeneracion dsea.

Tal y como se puede observar en la tabla 5.3, las inmunoglobulinas IGKC, IGLLS5, IGLC6
y KV106, junto con la SAAL, todas relacionadas con los procesos inflamatorios, muestran
una union preferencial a las superficies del material base. Por otro lado, son varias las
proteinas relacionadas con los procesos de regulacion de la coagulacion que se encuentran

también en cantidades mas pequefias en los recubrimientos dopados que en la superficie
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del recubrimiento base: ANT3 y PROC. Estas dos proteinas reguladoras del proceso de
coagulaciéon disminuyen de forma clara y significativa, con los iones, en todas las
proporciones. También aparecen THRB, FA9 y FA10 que participan en la activacion de
esta via de sefializacion. Del mismo modo, se relacionan con los procesos de regeneracion
la VTNC, la PRG4, la IBP4 y la S10A9 junto con la deshidrogenasa G3P. Se observa,
igualmente, en los primeros puestos de la tabla, la ACTB y la PKP1, proteinas
relacionadas con la adhesion celular y, por tanto, con la regeneracion tisular. Es resefiable
que existen proteinas con maltiples funciones, por lo que la VTNC, la ACTB y la PRG4
también se relacionan con la adhesiéon celular, y laPROC con la regeneracion 6sea. Todas
estas proteinas se adhieren preferentemente a la superficie que lleva el recubrimiento

base.

Entre las 37 proteinas con mayor afinidad por las superficies de los recubrimientos
dopados con Sry Ca (Tabla 5.4) se ha detectado un grupo cuyas funciones estan ligadas
al sistema inmune (CLUS, CO4A, CD14, CO4B, CO9, CO8A, CD5L, CO8G, ALBU y
las inmunoglobulinas IGLL1 e IGHA1). Hay, ademas, otro conjunto de proteinas que
tiene funciones relacionadas con los procesos metabdlicos de las lipoproteinas y la union
de fosfolipidos, que son las apolipoproteinas APOF, APOL1, APOA4 y APOAL. Por otra
parte, también se han identificado proteinas relacionadas con los procesos de coagulacion
sanguinea (F13B, HEP2 y TFPI1), adhesion celular (FINC) vy fibrindlisis (HRG). La
FINC, teniendo mdaltiples funciones, también pertenece a las proteinas involucradas en la
fibrinolisis. La técnica permitio, ademas, la deteccion de proteinas relacionadas, en cierto
grado, con el desarrollo de nuevo hueso como la FETUA, la PON1 y la VTDB.
Finalmente, se han encontrado otras proteinas como las glicoproteinas (ITIH1, ITIH2,
ITIH3, ITIH4, A1AG2), HBA, ZPl, RET4, ANGT, ALS, GPX3, AACT, la
carboxipeptidasa CPN2 o la fosfolipasa PHLD, en estas superficies modificadas.

La Figura 5.19 muestra los cambios, en funcidén del contenido de las sales, en la
abundancia normalizada de las principales proteinas relacionadas con los procesos de
inflamacién (CO4A, CO4B, CO8A, CO8G y CO9 como activadoras; CLUS, ALBU y el
grupo de apolipoproteinas como reguladoras; las inmunoglobulinas, pertenecientes al
sistema inmune adaptativo, KV106, IGKC, IGLL5, IGLC6, IGHAL e IGLL1; y la
SAAL), coagulacion (FA9, FA10, THRB y F13B como iniciadoras; y ANT3, HEP2 y
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PROC como reguladoras), fibrindlisis (HRG), adhesion celular (FINC) y regeneracion
6sea (ACTB, PRG4, VTNC, PON1, FETUA Y VTDB).
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Figura 5.19. Abundancia normalizada en los recubrimientos enriquecidos con 0.5 % de Ca y % Sr del sistema 7M:3T.
El valor en el eje de ordenadas corresponde al recubrimiento base. (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001)
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La tendencia de las gréaficas correspondientes a las proteinas del sistema inmune innato
relacionadas con la activacion de los procesos de inflamacion (CO4A, CO4B, CO8A,
CO8G y C09) no muestran un comportamiento idéntico, aunque todas ellas aumentan.
La CO8A y la CO9 aumentan claramente con el contenido en sal, bien sea solo calcio o
ambos, mientras que las proteinas CO4A y CO4B presentan un maximo para la
concentracion con 0.5 % de Cay 0.5 % de Sr, y la CO8G no muestra una tendencia clara

de aumento salvo a la concentracion maxima de las sales.

En cuanto a las inmunoglobulinas, pertenecientes al sistema inmune adaptativo, en la
mayor parte de ellas (KV106, IGKC, IGLL5 y IGLC6), la adicion de las sales de Sr, en
diferentes proporciones, no provoca un aumento de su presencia, por lo que se mantiene
el descenso que provoca la adicion del Ca al recubrimiento base. Igualmente, se observa
la misma tendencia con la proteina SAALl. Por otra parte, en el caso de las
inmunoglobulinas IGHAL e IGLL1, la adicion de la sal de Sr provoca un aumento de

estas proteinas.

Respecto a las principales proteinas reguladoras de estos procesos inflamatorios, las
apolipoproteinas APOF, APOA4, APOAl y APOL1, y la CLUS, muestran un
comportamiento similar. Todas ellas presentan una abundancia superior al recubrimiento
base, y con escasa diferencia en funcion de la proporcién de sal afiadida. En cuanto a la
proteina ALBU, la adicion de la sal de Sr provoca un aumento de la misma, no solo
respecto al recubrimiento base, sino que también respecto al que solo contiene la sal de
Ca.

En lo referente a los procesos de coagulacion, la adicion de la sal de Sr no muestra mucho
cambio respecto al recubrimiento que lleva un 0.5 % de Ca para las proteinas activadoras
THRB, FA9 y FA10, y para las reguladoras PROC y ANT3, estando todas ellas, tanto
activadoras como reguladoras, en menor cantidad que en el recubrimiento base 7M:3T,
siendo, ademas, los descensos significativos para FA10, ANT3 y PROC. Es més, FA9 y
FAL0, junto con la PROC, desaparecen casi por completo al adicionar las sales. Respecto
a las otras proteinas relacionadas con la coagulacion, la HEP2 aumenta
proporcionalmente a la cantidad de sal que tienen los recubrimientos dopados. Por tltimo,

la F13B, aumenta claramente con la adicién de Sr.
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La abundancia normalizada de la HRG, relacionada con la fibrindélisis, aumenta con el

porcentaje de sal afiadido.

Lo mismo ocurre con la abundancia normalizada de la FINC, perteneciente al grupo de
proteinas de adhesion celular, donde los valores aumentan claramente con el dopado de

las sales.

Por ultimo, el perfil de los graficos en las proteinas ACTB, PRG4 y VTNC, relacionadas
con la regeneracion ésea, es similar, disminuyendo con la presencia de las sales, siendo
significativo en todas las proporciones de la PRG4 y la VTNC, y en la menos dopada de
la ACTB. En otras como PON1, FETUA y VTDB, sin embargo, la abundancia
normalizada aumenta al afadir la sal de Sr a la formulacion, siendo este incremento
dependiente del porcentaje de sal afiadido, aunque en muy pocos puntos ese aumento es
significativo (1.5 % Sr en PONL1, 0.5 % Sren FETUA,y 0.5% y 1.5 % Sr en VTDB).

El programa PANTHER ha permitido clasificar las proteinas identificadas en el analisis

de protedmica, en base a sus funciones en las vias de sefializacion (Figura 5.20).

7M:3T-0.5Sr-0.5Ca 7M:3T-1Sr-0.5Ca 7M:3T-1.55r-0.5Ca . 3 )
vs 7TM:3T vs TM:3T vs TM:3T Coagulacién sanguinea

Sefalizacién CCKR
H vitamina D

Receptor de la hormona
liberadora de gonadotropina

Sefializacion receptor tipo toll

B Sefializacion angiotensina Il

B Sefializacién por integrinas

Figura 5.20. Andlisis de funciones en vias de sefializacion mediante PANTHER.

Tal y como se puede observar en la figura 5.20, en la formulacién con un 0.5 % de Sry
0.5 % de Ca predominan la coagulacion y la via referida al metabolismo y la actividad de
la vitamina D. Aparecen también, en un porcentaje menor, las vias de sefializacion CCKR
y del receptor de la hormona liberadora de gonadotropina. Para los recubrimientos
dopados con un 1 % de Sry 0.5 % de Ca desaparece la coagulacion y se da un aumento

de la actividad de sefializacion CCKR. Del mismo modo, aparecen otras 2 sefializaciones
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con el mismo porcentaje: la del receptor tipo toll y la de la angiotensina II. Por Gltimo, en

la formulacion mas dopada, vuelve a ser la coagulacion la funcion prevalente (34 %).

Si se realiza el analisis de manera inversa, comparando el recubrimiento base con los

sistemas dopados, se obtienen los siguientes resultados (Figura 5.21):

7M:3Tvs 7TM:3T-0.5Sr-0.5Ca 7M:3T vs 7TM:3T-1Sr-0.5Ca 7M:3T vs 7TM:3T-1.5Sr-0.5Ca

B Coagulacion sanguinea

Otras funciones

Figura 5.21. Andlisis de funciones en vias de sefializacion mediante PANTHER.

Como se puede observar, la coagulacion sanguinea es la Unica funcidn que se expresa
totalmente en el recubrimiento base respecto a los dos mas dopados. Ademas, es la
funcién mayoritaria (29 %) respecto a la formulacion 7M:3T-0.5Sr-0.5Ca donde también
aparecen las siguientes funciones: enfermedad de Huntington (14.3 %), sefializacion por
cadherinas (7.1 %), sefializacion por integrinas (7.1 %), enfermedad Alzheimer -
sefializacion presenilinas (7.1 %), inflamacion mediada por quimiocinas y citocinas
(7.1 %), sefializacion Wnt (7.1 %), glicolisis (7.1 %), regulacion citoesquelética por Rho

GTPasas (7.1 %) y sefializacion del receptor de acetilcolina de tipo nicotinico (7.1 %).

2.8. Caracterizacion bioldgica in vitro

2.8.1. Citotoxicidad

Dada la aplicacion final de estos recubrimientos, se debe analizar si estos son citotoxicos.
Para ello se han realizado ensayos de viabilidad celular con osteoblastos (MC3T3-E1) en

contacto con los materiales desarrollados.

Los resultados de citotoxicidad para todos los recubrimientos sintetizados se muestran en
la Figura 5.22.
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Figura 5.22. Estudio de la citotoxicidad del sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl,.

En todas las formulaciones, tanto en la base como en las que incorporan las sales, se
supera el valor del 70 % de viabilidad celular con respecto al control, por lo que se puede

afirmar que ninguno de los materiales presenta citotoxicidad.

2.8.2. Proliferacion celular

Los valores obtenidos para el ensayo de proliferacion celular con osteoblastos MC3T3,

para diferentes periodos de incubacion, se muestran en la Figura 5.23.

1501
LIl

0 70M30T
0.5Ca+0.5Sr
0.5Ca+1Sr

100+

Proliferation (%reduction)

50+ [ 0.5Ca+1.5Sr
O_
-50 T r
NY ) S
R > >
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Figura 5.23. Valores de proliferacion celular del sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl,.
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Como se puede observar en la figura 5.23, en el transcurso del ensayo se consiguen

valores de proliferacion muy similares, y sin diferencias significativas para todos ellos.

2.83.PCR

Las pruebas realizadas con PCR sobre las lineas celulares de osteoblastos y macrofagos,
proporcionan informacion sobre la regeneracion ésea y la inflamacion, respectivamente.

Las siguientes figuras muestran los resultados de dicha experimentacion.

[ I
[ 70M30T
1.51 0.5Ca+0.5Sr
M 0.5Ca+1Sr
S 0.5Ca+1.5Sr
210 I
g LT
©
o
Q. 0.5
< KKk
Q.= % & mm == i
@% @6
A ™
Y

Figura 5.24. Expresion de genes de ALP para el sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl, (Osteoblastos: MC3T3).
(**p <0.01, *** p <0.001)
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TGF B Relative fold

Figura 5.25. Expresion de genes de TGF-8 para el sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl, (Osteoblastos: MIC3T3).
(*p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001)

Los valores observados en la Figura 5.24 muestran un caracter osteogénico para los
recubrimientos base y dopados frente al Ti. Esto se comprueba, sobre todo, a dos semanas
de ensayo donde los valores son mayores respecto al Ti control, excepto el sistema con
mayor concentracion de sales. En cambio, si se analiza el efecto de la mezcla de las sales
en el recubrimiento base, se deduce que esta adicion provoca una disminucién del caracter
osteogénico, con resultados estadisticamente significativos en los casos del 0.5 % y 1.5
% de Sr. Es el mismo comportamiento que tenia el recubrimiento con solo un 0.5 % de
Ca (Figura 4.19).

En lo que a la expresion de genes de TGF-3 con osteoblastos se refiere (Figura 5.25), hay
una sobreexpresion de todos los recubrimientos dopados a 1 semana, tanto frente al base
como al control. Sin embargo, a 14 dias, esta tendencia se revierte y todos los
recubrimientos modificados quedan por debajo de los valores del recubrimiento base. El
recubrimiento 7M:3T-0.5Ca, por su parte, mostraba valores mayores que el base,a 7y a
14 dias (Figura 4.20).
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Figura 5.26. Expresion de genes de TNF-a para el sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl, (Macrofagos: RAW264.7).
(*p <0.05, *** p <0.001)
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Figura 5.27. Expresion de genes de TGF-8 para el sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl, (Macréfagos: RAW264.7).
(***p <0.001)
Con respecto a los ensayos realizados con macrofagos, en la Figura 5.26 se puede
comprobar que los valores de la expresion de genes de TNF-a sobre el Ti control son
mayores que los de todos los recubrimientos sintetizados a dos dias de ensayo. Esto quiere
decir que los discos recubiertos causan una menor inflamacion inicial. En cambio, a 4

dias se observa que Unicamente el recubrimiento base se mantiene en valores claramente
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inferiores al Ti, siendo los valores de los recubrimientos dopados, cercanos a los del Tiy
superiores de forma significativa al recubrimiento base. El recubrimiento con solo un 0.5

% de Ca (Figura 4.21) se comportaba de la misma manera.

Continuando con la linea de macrofagos, pero con la expresion de genes de TGF-p, en la
Figura 5.27 se observa que claramente, a 4 dias, un aumento estadisticamente
significativo en todos los recubrimientos dopados, respecto al recubrimiento base y
respecto al Ti. Esto se traduce en una mayor capacidad antiinflamatoria a menos de una
semana. El recubrimiento 7M:3T-0.5Ca también mostraba valores mayores que el base,
a2yaddias (Figura 4.22).

Por lo tanto, a 2 dias de ensayo, a la vez que aumenta la concentracion de sales, el
marcador TNF-a, relacionado con la inflamacién, es mayor respecto al recubrimiento
base, pero no respecto al Ti control. En el gen TGF-B no se aprecian diferencias
estadisticamente significativas. A 4 dias, la inflamacion aumenta respecto al
recubrimiento base, pero no tanto respecto al Ti, y los valores de TGF-B de los
recubrimientos dopados son bastantes mas altos que los del 7M:3T y que los del Ti.

2.8.4. ELISA

Ademas de la informacidn del material genético de las células proporcionada por las PCR,
se han realizado diversos ensayos ELISA para obtener informacion de las proteinas

expresadas por dichas células a su entorno.

La cuantificacion de ALP detectada para cada uno de los materiales obtenidos tras

doparlos con Ca 'y Sr se muestra en la Figura 5.28.
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Figura 5.28. Actividad de la ALP del sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl,. (*** p <0.001)

Todos los materiales han provocado una menor mineralizacién que el Ti y el
recubrimiento 7M:3T tras 7 dias de cultivo. A 14 dias, todos los recubrimientos dopados
muestran valores menores de ALP respecto al Ti control y al recubrimiento base.

Por otro lado, en la Figura 5.28 se puede observar la concentracion de TNF-a determinada

con un ensayo ELISA con macréfagos.
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Figura 5.29. Resultados del ensayo ELISA para el sistema 7M:3T + 0.5 % CaCl, + % SrCl, (Macréfagos: RAW264.7).
(*** p <0.001)
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En la Figura 5.29 se observa que, a 2 dias, todos los discos recubiertos causan menor
inflamacién que el Ti, aunque los recubrimientos dopados muestran valores mayores que
los del 7M:3T. A 4 dias de ensayo, el recubrimiento base contintia con valores algo mas
bajos que los del Ti control, pero en este caso la adicion de la mezcla de sales provoca
que los valores de TNF-a sean superiores a los del recubrimiento base y a los del Ti
control. Ademas, cuanto mayor es la concentracion de sal en el recubrimiento, mayor es
la inflamacidn, a 2 y 4 dias de ensayo. El recubrimiento 7M:3T-0.5Ca, por el contrario,

mostraba valores menores que el base y el Ti, a 2 y a 4 dias (Figura 4.24).

3. Discusion

El dopado de la red sol-gel con una mezcla de sales de Cay Sr, hace que las caracteristicas
fisico-quimicas de la superficie del material presenten diversas variaciones frente al

recubrimiento base y al dopado Unicamente con 0.5% de Ca.

Se ha logrado sintetizar con éxito los nuevos materiales suplementados, obteniendo en
todo el rango de composiciones, un film transparente, incoloro, brillante y homogéneo.
Aun asi, cuanto mayor es el porcentaje de sales introducido, se observan, a nivel
microscopico, pequefas grietas y porosidades. Ademas, van apareciendo precipitados

producidos por la cristalizacion de las sales de Sr y/o Ca.

La incorporacion de las sales ha provocado una alteracion tanto de la humectabilidad
como de la rugosidad de la superficie (Figuras 5.6 y 5.14). En este aspecto, el valor de Ra
disminuye significativamente con la adicion de la mezcla de sales, hecho que no ocurria
al dopar solo con Ca. Ademas, este valor aumenta cuanto mayor es la cantidad de sal
introducida, no llegando a superar el valor correspondiente al recubrimiento base. En
cuanto al angulo de contacto, los nuevos recubrimientos recuperan el caracter mas
hidréfobo del Ti, llegando a valores de 80°, superiores a los formulados con una Unica
sal. Por lo tanto, estas modificaciones pueden afectar a las proteinas adheridas en la
superficie y al comportamiento celular, esto es, al entorno en el que se desarrolla la

reparacion de los tejidos Gseos.
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Las técnicas FTIR/ATR y 2°Si-RMN han demostrado que el proceso de obtencion de los
recubrimientos es adecuado para todos los materiales, ya que la adicion de las sales ha
permitido la formacion de la red tridimensional, para todas las concentraciones, al igual
que sucede con las formulaciones con un solo tipo de sal. Asi, los espectros IR de la
Figura 5.8 muestran, por la identificacion de los picos correspondientes, que se ha
formado la red Si-O-Si, por lo tanto, las reacciones de condensacion se han desarrollado
correctamente. Igualmente, en los espectros de 2°Si-RMN de sélidos de la Figura 5.13 se
observa la consecucion de la red con una reticulacion adecuada, donde las especies Qs y
T3, de alto grado de condensacion, son las que méas destacan, aunque la compactacion de
la red es ligeramente menor a medida que aumenta el contenido en sales, tal y como se
observa en la Tabla 5.1, siendo los valores méas bajos que el correspondiente al
recubrimiento 7M:3T-0.5Ca.

En cuanto a la degradacion hidrolitica (Figura 5.15), los sistemas dopados muestran
porcentajes de degradacion mayores que el sistema base, y esta aumenta cuanto mayor es
el porcentaje de sales incorporado al recubrimiento base, llegando a valores cercanos al
70 % a 56 dias de ensayo, en la formulacion mas suplementada, mientras que en los
capitulos anteriores los recubrimientos méas dopados quedaban entre el 50 y 60 %. Este
es el comportamiento esperado, habida cuenta del mayor peso del Sr y el mayor contenido
en sal de la formulacién mas cargada de la mezcla (1.5 % de Sr + 0.5 % de Ca =2 % de
sal) que las de mayor contenido en una sola sal (1.5 % de sal). Este perfil es similar al de
la liberacién de Si que se ha medido por ICP-AES. Del mismo modo, la liberacion de Sr
es mayor cuanto mayor es la concentracién de este en la formulacion del recubrimiento
(Figura5.17). Se observa una liberacion rapida en las 2 primeras horas del ensayo seguida
de una estabilizacion hasta el final, alcanzando valores de 1.6 mg en el material méas
dopado. Este valor duplica al del recubrimiento Unicamente dopado con Sr estudiado en
el capitulo 3. En lo referente a la liberacion del Ca, el perfil de esta vuelve a ser similar,
con una rapida liberacion inicial. La cantidad de este ion incorporada en todos los
recubrimientos es la misma, 0.5 %, y se obtienen unos valores de liberacion muy
similares. En la Figura 5.18 se observa que la liberacion del Ca ronda los 0.4 mg, valor
que duplica el obtenido con el recubrimiento que incorpora Unicamente 0.5 % de CaCly,
estudiado en el capitulo 4. La mayor liberacion de iones, en ambos casos, se asocia a la

menor reticulacion de los recubrimientos dopados con las dos sales.
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La cantidad de proteinas adheridas a la superficie de los recubrimientos esta condicionada
a las diferencias en las propiedades fisico-quimicas de los distintos materiales
sintetizados. De la misma manera, gracias a los ensayos in vitro se pueden comprobar los
cambios en el comportamiento de los osteoblastos y los macrofagos provocados por el

dopado con estas dos sales de Ca y Sr.

La medida de viabilidad celular (Figura 5.22) muestra que el nimero de células viables
sobre el material es superior al 70 % en todos los recubrimientos estudiados, por lo que
ninguno de ellos es citotdxico. Igualmente, a una semana de ensayo (Figura 5.23), se

favorece la adhesion y proliferacion celular.

En los ensayos PCR, la expresion de genes de los marcadores osteogénicos ALP y
TGF-B disminuye, al final del ensayo, para todas las formulaciones suplementadas
respecto al sistema base 7M:3T (Figuras 5.24 y 5.25), mostrando una disminucion del
caracter osteogénico del recubrimiento. Solo son estadisticamente superiores los valores
de TGF-B de los sistemas dopados a 1 semana. Esto no ocurria en las formulaciones con
las sales por separado, donde los valores de TGF-§3 del recubrimiento con 0.5 % de Ca y
los de todas las concentraciones de Sr, eran mayores que los del 7M:3T, incrementandose
el caracter osteogénico. En el ensayo ELISA (Figura 5.28) se confirma esta tendencia en
los recubrimientos que tienen las sales, donde la expresion de genes de ALP disminuye
respecto al recubrimiento base. Del mismo modo, a 14 dias, aunque la incorporacién de
Cay Sr provoca un aumento de la actividad enzimatica, los valores siguen siendo menores
respecto al 7M:3T, agudizandose mas la diferencia. En los ensayos ELISA con las sales

por separado, la tendencia era similar.

Estos resultados parecen estar relacionados con los mecanismos celulares que
desencadenan ambos cationes. Estos mecanismos estan centrados, principalmente,
alrededor del receptor sensor de Ca y su habilidad para mediar en las funciones celulares
6seas y responder al Sr, a través de un mecanismo de actuacion dual**. Se han encontrado
diferentes efectos en la mineralizacion en cultivos con osteoblastos dependiendo de la
concentracion de Sr utilizada. Aungue en la mayoria de los casos la mineralizacion
aumenta al afiadir Sr?, en otros no muestra efecto alguno? o incluso disminuye®, como
en este caso, donde la cantidad de Sr liberada ha ido aumentando mientras que la de Ca

no varia. No hay que olvidar tampoco, que la relacion Sr/Ca varia en las formulaciones,
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lo que afecta a la concentracion de iones disueltos en cada uno de los cultivos y, por tanto,
a este mecanismo dual. Este comportamiento dependiente de las dosis de Sry Ca también
influye en la apoptosis celular. Tal y como dicen Marx et al.*4, la combinacion de Sry Ca
es capaz de estimular la apoptosis en mayor extension que cada uno de los iones
individualmente, lo que sugiere que actian en diferentes cascadas celulares de

sefializacion para potenciar la respuesta.

El estudio protedmico realizado es también testimonio de las diferentes respuestas
provocadas por ambos cationes. Respecto a las proteinas relacionadas con la regeneracion
0Osea, se ve una mayor adsorcion de laPON1, FETUA y VTDB, y una menor afinidad de
las proteinas ACTB, PRG4 y VTNC en los recubrimientos dopados. Las investigaciones
realizadas sefialan que un aumento de la ACTB, la PRG4, la VTNC y la VTDB seria un
indicativo de incremento en la osteorregeneracion. Asi, Sen et al. mostraron que en las
células madre mesenquimales, la ACTB regula la osteogénesis ya que induce la expresién
de genes osteogénicos y de osteocalcina®l. También afiaden que la ACTB podria estar
involucrada en el control de la osteogénesis a través de la regulacion de la activacion del
RUNX2, un factor de transcripcion clave asociado con la diferenciacién de los
osteoblastos. Del mismo modo, Novince et al. han demostrado en sus estudios in vivo con
ratones, que la PRG4 tiene un papel importante en el desarrollo esquelético y la
remodelacion 6sea®?. Ruan et al. también han concluido que la PRG4 protege contra el
desarrollo de la osteoartritis en modelos de raton, tanto envejecidos como
traumatizados®. Igualmente, Leavesley, et al. proponen que la VTNC podria favorecer
la diferenciacion osteoblastica®*. Ademas, Rivera-Chacon et al. confirman que las
superficies que adsorben mas VTNC aumentan la adhesion y proliferacion de
osteoblastos y, por lo tanto, mejoran la osteoconduccion®. Asimismo, la VTDB esta
involucrada en el transporte y almacenamiento de vitamina D*¢. Segn Shah et al. la
vitamina D promueve la mineralizacion 0sea del esqueleto y de los dientes, y los mantiene
adecuadamente®’. Los estudios in vivo de Kelly et al. han demostrado que la formacion
de hueso periimplantario es significativamente menor en ratas con deficiencia de vitamina
D38, Ademas, Dvorak et al. indicaron que la falta de vitamina D tiene un efecto indeseable
sobre la formacion 6sea del hueso periimplantario cortical en ratas de laboratorio®. Por
el contrario, los hallazgos de Toptas et al. sugieren un papel de la PON1 que confiere un
mayor riesgo de osteoporosis, ya que reduce la densidad mineral 6sea*. De igual forma,

Lee et al. afirman que la FETUA tiene un papel importante en la mineralizacion del
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hueso*'. Brylka et al. concluyeron en estudios in vivo con ratones que la FETUA regula
la osificacion mediante la inhibicion de la mineralizacion*?. Por lo tanto, este

comportamiento en las proteinas adsorbidas indica una disminucion de la osteogénesis.

La abundancia normalizada de las proteinas ACTB, PRG4 y VTNC disminuye respecto
al recubrimiento base. Estos resultados se corresponden con la tendencia de las graficas
de ALP en los ensayos PCR y ELISA (Figuras 5.24 y 5.28), ya que tanto a 7 como a 14
dias, existe un méximo en la actividad de ALP para el recubrimiento base, siendo menores
los valores de los recubrimientos dopados. También en la expresion de genes de TGF-
con osteoblastos (Figura 5.25), a 14 dias, los valores de los recubrimientos modificados
son menores que los del recubrimiento 7M:3T. Ademas, la abundancia normalizada de la
PONL1 y de la FETUA aumenta, siendo estas negativas para la formacion ésea. Por lo
tanto, existe una disminucion del caracter osteogénico y de la capacidad regeneradora del
recubrimiento con la mezcla de sales respecto al 7M:3T. Para todas ellas, la tendencia en
la abundancia normalizada se inicia con el 0.5 % de Ca, pero, sin duda alguna, la mezcla
de las sales es la que determina que la osteogénesis disminuya.

Los distintos ensayos in vitro también dan una idea de la respuesta inflamatoria de los
recubrimientos sintetizados a través de los marcadores inflamatorios expresados por los
macrdfagos. Existe una sobreexpresion del gen proinflamatorio TNF-a en todos los
recubrimientos respecto al 7M:3T base, a 2 y 4 dias de ensayo (Figura 5.26). Ademas, a
4 dias la diferencia es todavia mas significativa que a 2 dias, por lo que la inflamacién
aumenta con el tiempo. No hay grandes variaciones entre los recubrimientos con
diferentes grados de dopado. También es resefiable que los valores del gen TNF-a de las
formulaciones 7M:3T-0.5Sr-0.5Ca y 7M:3T-1.5Sr-0.5Ca, a 4 dias, son incluso mayores
que los del Ti control. Por otro lado, la expresion de genes del TGF-f se mantiene igual,
a 2 dias, y aumenta, a 4 dias, para todas las formulaciones dopadas en comparacion al
sistema base (Figura 5.27). Estos valores, al final del ensayo, van disminuyendo a medida
que la concentracion de sales aumenta. Esto no ocurre en los recubrimientos con una
Unica sal, donde el balance de ambos marcadores indica una clara disminucion de la
inflamacion, a 4 dias respecto de la inflamacion inicial. En el caso del ensayo ELISA con
macrofagos también hay un aumento de los valores de TNF-a de las composiciones
dopadas respecto a la base, tanto a 2 como a 4 dias. Ademas, la adicién de un mayor

porcentaje de las sales provoca un aumento de la expresion inflamatoria, dandose un valor
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maximo en la composicion de 0.5 % de Cay 1.5 % de Sr, a 4 dias, incluso superando al
valor correspondiente al Ti control (Figura 5.29). En el caso de los recubrimientos
dopados con una sola sal, por el contrario, los valores de TNF-o son menores que los del
sistema base al finalizar el ensayo, a 4 dias, por lo que causan menor inflamacion que el
7M:3T. Por lo tanto, es la mezcla de Ca y Sr la que establece este comportamiento, que

no se daba ni en el recubrimiento con 0.5 % de Ca, ni en los dopados Unicamente con Sr.

En el trabajo de Cardemil et al. observaron que los dos iones, el Sry el Ca, tenian
preferencias completamente diferentes para estimular citoquinas inflamatorias como
TNF-a y la interleucina-6 (IL-6). Mientras que las particulas de Sr aumentaron
significativamente la expresion de IL-6, las de Ca aumentaron, exclusivamente, la

expresion de TNF-a*.

El andlisis protedmico ha permitido detectar un grupo de proteinas relacionadas con el
sistema del complemento. Algunas como CO4A, CO4B, CO8A, CO8G y CO9 forman
parte de la activacion de esta cascada de respuesta proinflamatoria®**. La CO4Ay la CO4B
son componentes no enzimaticos de las convertasas C3 y C5 y, por tanto, esenciales para
la propagacion de la via clasica del complemento. Derivada de la degradacion del
complemento C4, la CO4A es mediadora del proceso inflamatorio local*®. La CO8A y la
CO8G forman parte del MAC que juega un papel clave en la respuesta inmune innata®.
La CO8A se inserta en la membrana plasmatica de las células diana, pero no forma poros
por si misma*’. La CO9 también es un componente del MAC siendo la subunidad

formadora de poros®.

Estas proteinas activadoras de la cascada del complemento experimentan un crecimiento
de su abundancia normalizada con la presencia de las sales de Sr y Ca. Todas estan
presentes desde el inicio, en el recubrimiento base, y aumentan su abundancia

normalizada en diferente medida.

Por otra parte, proteinas como la ALBU y la CLUS (que aumentan en su abundancia
normalizada), pueden regular el proceso inflamatorio innato. Sin su regulacion, una
reaccion inmune desproporcionada podria dar lugar a una inflamacion cronica que
supondria el fallo del implante®. La presencia de proteinas adsorbidas como la ALBU

puede modular la respuesta inflamatoria®®®!, La CLUS previene una excesiva
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inflamacion, mediante la regulacion del complemento y la via NF-xB, y la reduccién de

la apoptosis y el estrés oxidativo®?>3,

También destaca la preferencia de la familia de las apolipoproteinas (APOF, APOA4,
APOAL y APOL1) por las superficies dopadas con las sales, aumentando, en todas, su
abundancia normalizada. Estas proteinas podrian jugar, igualmente, un papel

antiinflamatorio.

La adicion de Ca y Sr también ha aumentado la afinidad en la adsorcion de
inmunoglobulinas como IGLL1 y IGHAL, aunque son mas las que han disminuido:
KV106, IGKC, IGLC6 e IGLL5. Todas ellas son activadoras del sistema inmune

adaptativo.

Con todo, en general, la abundancia normalizada de las proteinas adsorbidas relacionadas
con la activacion de la inflamacion se incrementa al introducir las sales a la formulacion
base. Del mismo modo, los valores correspondientes a las proteinas reguladoras decrecen
con la suplementacion. Comparando esta tendencia con los resultados obtenidos en los
ensayos PCR, se puede concluir que el dopado de este material con Ca y Sr produce una
inflamacién que después aumenta con el tiempo. En el ensayo ELISA (Figura 5.29) la
inflamacién aumenta con el contenido de Ca y Sr, superando, en todo momento, al valor
de la base y hasta el del Ti control, a 4 dias. Por lo tanto, parece razonable afirmar que

hay mayor respuesta inflamatoria.

La activacion del complemento y su impacto en el biomaterial alcanza una alta
complejidad como consecuencia de la interconexion existente entre este sistema y las

cascadas tanto de coagulacion como fibrinolitica>, expuestas a continuacion.

Son varias las proteinas identificadas relacionadas con el proceso de coagulacion,
importante para la regeneracion 6sea: THBR, FA9, FA10, PROC, ANT3, HEP2 y F13B.
Dentro de la cascada de coagulacion THRB, F13B, HEP2 y ANT3 pertenecen a la via
comun y estan al final de la cascada, PROC se encuentra en las vias comdn e intrinseca,
FA10 se localiza al final de las vias intrinseca y extrinseca, y FA9 esta al inicio y solo

afecta a la via intrinseca.
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La THRB, también conocida como factor de coagulacién Il, puede desencadenar la
coagulacion de la sangre a través de su conversion en la proteasa trombina, activando la
formacion de plaguetas®. La ANT3 regula la formacion de trombina mediante la
inhibicion de Flla y FXa%®. Igualmente, la PROC regula la via de coagulacion,
inactivando los factores Va 'y Vlllay, después, controlando la generacion de trombina®’.
FA10 desempefia un papel importante en esta via ya que promueve la coagulacion
sanguinea®®. Este convierte la protrombina en trombina en presencia del factor Va, Ca®*
y fosfolipidos durante la coagulacién de la sangre. FA9, por su parte, es una proteina
plasmatica, dependiente de la vitamina K, que participa convirtiendo el factor X en su
forma activa, en presencia de iones Ca?*, fosfolipidos y el factor V1I1a®. Todas estas
proteinas estan mas presentes en la superficie del material base. Por otro lado, en cuanto
a las que estan en mayor cantidad en los recubrimientos dopados, la ALBU, ademas de
su papel como inhibidora de la activacion de la cascada del complemento, interactda con
la cascada de coagulacion ya que se ha descrito como un inhibidor de la agregacion
plaquetaria y la trombosis®®. F13B es una subunidad del factor XIII que se encarga de
reforzar las uniones de las cadenas de fibrina resultando en el incremento del
reforzamiento de los coagulos®. La HEP2 regula la coagulacion de la sangre inhibiendo
la trombina®. Existe, por lo tanto, un efecto complejo donde la mezcla de iones activa la
coagulacion por la via comdn haciendo decrecer significativamente las proteinas
reguladoras ANT3 y PROC, mientras que aumenta significativamente la proteina F13B,
activadora de la coagulacion en la via comun, asi como no altera el efecto provocado por
la adicion del 0.5 % de Ca, de disminucion de la coagulacion por las vias extrinseca e
intrinseca (FA9 y FA10). Ademas, la THRB solo disminuye de forma estadisticamente
significativa en una composicion (7M:3T-0.5Sr-0.5Ca), mientras que la ANT3 decrece
drasticamente en todas. Asi pues, la coagulacion parece aumentar por la via comin y

disminuir por las vias intrinseca y extrinseca.

En lo referente a las proteinas relacionadas con la adhesion celular, la FINC es una
proteina ampliamente descrita por estar involucrada en este proceso, asi como en los
procesos proliferativos®®®*. La FINC puede activar las integrinas o5p1 de las células a
través del sitio de union a integrinas RGD, un tripéptido formado por arginina, glicina 'y
acido aspartico®®. Igualmente, tal y como se ha comentado con anterioridad, algunas
proteinas, ademas del papel descrito, pueden intervenir en otros procesos. Asi, la VTNC,

la PRG4 y la ACTB son biomarcadores de la adhesion celular. La VTNC se une a la
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integrina aVPB3, promoviendo la adhesion y la diseminacion celular®®%, La PRG4 esta
relacionada con la adhesion celular y la matriz extracelular, importantes para la
integracion del implante®?. Y la ACTB es un componente celular/citoplasmatico de la
adhesion y la union celulares®®. Con todo, se podria decir que la adhesion celular aumenta
ya que la abundancia de la FINC asciende claramente. La VTNC disminuye inicialmente
con la adicion del 0.5 % de Ca, aunque luego aumenta ligeramente con el Sr, siendo muy
parecido a lo que pasa con la PRG4. En ultimo lugar, la ACTB decrece.

Por otro lado, la HRG regula la fibrin6lisis™ interaccionando con el plasmindgeno v el
fibrindgeno™. Igualmente, la FINC interacciona con diversos componentes de la
coagulacion y fibrindlisis, ya que es capaz de unirse a colageno, fibrindgeno, fibrina,
heparina, factor XIII y plaquetas, entre otros, regulando procesos importantes como la
adhesion y agregacion plaguetarias, la remodelacion de tejidos durante la cicatrizacion de
una lesion, y la activacion de la fibrinolisis mediada por los activadores del
plasmindgeno’. Por lo tanto, el aumento de las dos proteinas se traduce en una mejora

de la fibrindlisis.

Por ultimo, el anélisis de funciones en vias de sefializacion mediante PANTHER, ofrece
una vision general de la gran influencia de la presencia de sales en el recubrimiento que
va a originar diversas respuestas celulares. Asi, todas las proporciones tienen en comin
la via de sefializacion CCKR que regula diferentes procesos celulares y promueve la
angiogénesis’®. Las dos formulaciones mas dopadas tienen también en comdn la
sefializacion del receptor tipo toll, activador clave de la respuesta inmunoldgica’™, y la
sefializacion por angiotensina I, que promueve la activacion inflamatoria™. Ademas, la
vitamina D%, cuya sefalizacion celular esta relacionada con el mantenimiento de la
homeostasis de los iones Ca?*, y la coagulacion aparecen en las formulaciones con 0.5 %
de Sry con 1.5 % de Sr. Finalmente, la coagulacion sanguinea es la funcion mayoritaria

en el recubrimiento base respecto a los dopados.
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4. Resumen

De lo expuesto anteriormente, se puede afirmar que las dos sales de SrCl,y CaCl> se han
incorporado de manera satisfactoria en la red hibrida. Los recubrimientos desarrollados

presentan buenas caracteristicas superficiales y una buena adhesion al sustrato metalico.

Los recubrimientos presentan, igualmente, unas esperadas cinéticas de degradacién
hidrolitica y de liberacion de Si, Ca y Sr, pudiendo ser moduladas mediante la
incorporacion de diferentes porcentajes de la sal de Sr y un porcentaje fijo de la sal de Ca.

Igualmente, el perfil de degradacion se corresponde al de liberacién.

La incorporacion de las dos sales al recubrimiento base ha modificado tanto la hidrofilia
como la rugosidad de los materiales sintetizados. Por un lado, el dopado ha aumentado
significativamente el valor del angulo de contacto respecto al sistema base 7M:3T,
Ilegando a valores superiores a los obtenidos con Ca Unicamente. Por el otro, los valores
de rugosidad de los recubrimientos dopados son significativamente menores que los del
recubrimiento base, hecho que no ocurria al dopar solo con Ca, aumentando el valor de

Ra cuanto mayor es la cantidad de Sr introducida.

Los estudios in vitro de osteoblastos y macréfagos de los sistemas que incorporan Ca 'y
Sr, muestran un comportamiento que depende del porcentaje de sales afiadido. En lo
referente a la regeneracion 6sea, en las PCR con osteoblastos, los marcadores ALP y
TGF-B, a 14 dias, son menores para las formulaciones dopadas respecto al sistema base.
En el ensayo ELISA de ALP se confirma esta tendencia donde la expresion de genes es
menor respecto al recubrimiento base, en todas las mediciones. Estos resultados se
corresponden con la tendencia de las graficas de abundancia normalizada de las proteinas
ACTB, PRG4 y VTNC, relacionadas con la regeneracion 0sea, ya que esta disminuye al
dopar los recubrimientos. Asi, podria decirse que la suplementacion del sistema base con
las sales reduce la capacidad regeneradora de los materiales. Esto es contrario a lo que
ocurria en las formulaciones con las sales por separado, donde los ensayos in vitro y los

estudios protedmicos mostraban que el caracter osteogénico se incrementaba.
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Por otro lado, la inflamacion aumenta respecto al sistema base en todos los recubrimientos
dopados. En las PCR hay una sobreexpresion del gen TNF-a. y un aumento en la expresion
de genes del TGF-B, para todas las formulaciones dopadas en comparacion al sistema
base. En el ensayo ELISA, donde los valores del marcador inflamatorio TNF-o aumentan
cuanto mayor es el contenido en sales, se confirma esta tendencia. La abundancia
normalizada de las proteinas relacionadas con la activacion de la inflamacién, como
CO4A, CO4B, CO8A, CO8G y CO9, se incrementa al introducir las sales de Ca y Sr.
Esto hace que la presencia de las dos sales aumente la inflamacion desde el principio,
incrementandose con el tiempo. Este comportamiento no se observa al dopar los

recubrimientos con las sales por separado.

En lo que a coagulacion se refiere, las proteinas THBR, ANT3, FA9, FA10 y PROC,
disminuyen con la incorporacion de los iones, mientras que la HEP2 y la F13B aumentan.
Podria decirse que la coagulacion aumenta, debido a la disminucién drastica de la ANT3
y al aumento de F13B, de la via comln, aunque es complejo de analizar porgque disminuye
la activacion de esta funcion por las vias intrinseca y extrinseca. En los dos casos
anteriores, el dopado exclusivamente con Ca o con Sr aumentaba claramente la funcién

de la coagulacion.

Respecto a las proteinas relacionadas con la adhesion celular, la FINC aumenta
notoriamente con la adicion de las sales. Los valores de la VTNC, la PRG4 y la ACTB,
por el contrario, disminuyen significativamente. La mezcla de sales podria aumentar la
adhesion celular por el incremento de la FINC, aunque no es significativo, y la adicion
del Sr al Ca también parece que aumenta ligeramente los valores de la VTNC y la PRG4.

Solo en los recubrimientos con Ca aparece la VTNC, cuyos valores suben levemente.

En Gltimo lugar, la HRG, relacionada con la fibrindlisis, aparece en mayor cantidad en
los materiales suplementados. Es el mismo patron que se daba Unicamente con Ca o con
Sr.

Resumiendo, los resultados de proteémica y de expresion génica muestran que la adicion
simultanea de las dos sales de Sr y Ca, podria empeorar la osteogénesis, asi como
aumentar la coagulacion y la inflamacion. Los resultados de los cultivos celulares y la

protedmica son coincidentes en cuanto a osteogénesis e inflamacion se refiere. Con lo
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cual, se puede decir que la adicion de las sales no ha provocado un efecto sinérgico

positivo respecto a la adicion de las sales por separado.
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Evaluacion biologica in vivo

1. Introduccion

La altima fase de este trabajo consiste en la evaluacion in vivo de los recubrimientos sol-
gel sintetizados. Si bien es cierto que la evaluacion bioldgica in vitro brinda informacién
sobre la interaccion célula/biomaterial, esta no es suficiente para caracterizar un material
que va a ser utilizado en un implante, ya que se trata de un modelo bidimensional en el
que no existe una organizacion estructural, y con ello la mayoria de las interacciones
celulares heterotipicas especificas y caracteristicas de la histologia del tejido, asi como
las funciones bioquimicas asociadas a esta. Los cultivos celulares también carecen de los
componentes sistémicos responsables de la regulacion homeostatica del organismo in
vivo, como son el sistema endocrino y nervioso. Sin este control, el metabolismo
desarrollado in vitro serd més constante que aquel desarrollado in vivo, pero no sera
totalmente representativo del tejido del cual deriva. Asi, el estudio in vivo es clave para
saber como se va a comportar el material en un medio mas complejo que el entorno
celular, y ademéas mas parecido a un organismo humano. Por lo tanto, la evaluacion
in vivo ha de realizarse para cualquier material que vaya a formar parte de un dispositivo

implantable, tal y como contempla la norma 1SO 10993-6.

Los modelos animales permiten la evaluacion de los materiales en situacién de carga y
descarga durante tiempos prolongados, en estados de salud o enfermedad de los tejidos y
a diferentes edades. Ademas, permiten no solo estudiar el efecto de los implantes en su
periferia, sino también en las zonas mas alejadas del mismo, asi como en el estado de
salud general del organismo. Aunque los modelos animales pueden simular la situacion
fisiolégica y mecénica clinica en humanos, hay que recordar que es tan solo una

aproximacion, ya que cada modelo animal tiene unas ventajas y desventajas Gnicas?.

En general, al elegir cualquier modelo animal, se debe considerar el tamafio y la
naturaleza del implante, las diferencias fisioldgicas y anatémicas en la cicatrizacion de
heridas entre el modelo y el ser humano, la ética de la experimentacion animal, asi como
ciertos aspectos pragmaticos, tales como costos y requisitos de la instalacion?. Los
ensayos con implantes dentales utilizan un modelo reproducible donde las dimensiones

del implante puedan compararse con las utilizadas en humanos. Igualmente, la eleccion
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de la especie animal esta condicionada por el nimero y tamafio de los implantes a

ensayar>,

Los estandares internacionales establecidos con respecto a las especies animales para
realizar la implantacion de materiales en el hueso establecen que los perros, las ovejas,
las cabras, los cerdos y los conejos son adecuados®. La especie animal no primate mas
similar en estructura ésea a los humanos es el perro. Sin embargo, hay cada vez mas
problemas éticos relacionados con el uso de estos en la investigacion médica debido a su
estatus como animales de compaiiia®. El conejo es uno de los modelos animales mas
utilizados para la investigacion 6sea®. Existen similitudes en la densidad y la tenacidad a
la fractura dsea entre estos y los humanos®. Ademas, en comparacion con otras especies,
como los primates o algunos roedores, los conejos tienen una regeneracion 0sea mas
rapida’ y alcanzan la madurez dsea poco después de la madurez sexual, alrededor de los
seis meses de edad®. Ademas, los conejos son faciles de conseguir, alojar y manipular®,
Todas estas caracteristicas hacen que los conejos sean la primera opcidn para los ensayos

in vivo de materiales implantables, antes de ser testados en modelos animales superiores.

Los modelos de osteointegracion en tibia®*? y en condilo femoral'*'® de conejo son
modelos ampliamente empleados para la evaluacion biologica de recubrimientos de
implantes dentales. La tibia de conejo se usa como modelo de implantacion en mandibula
porque contiene mas hueso cortical, y el céndilo femoral se utiliza como modelo de

implantacion en el maxilar por su mayor cantidad de hueso trabecular®®.

Asi, se selecciond como animal de experimentacion para la colocacion quirdrgica de los
implantes dentales a conejos blancos de Nueva Zelanda (Oryctolagus cuniculus), con el
fin de evaluar la biocompatibilidad in vivo, la capacidad de osteointegracion de los
recubrimientos seleccionados y la degradacién in vivo de los nuevos recubrimientos sol-
gel desarrollados. Esta raza es la mas utilizada en investigacion con fines cientificos ya
que es poco agresiva y tiene mejor salud comparada con otro tipo de conejos®. Los
modelos animales utilizados fueron tibia y coéndilo, realizdndose, por tanto, dos
experimentaciones in vivo. Los estudios han cumplido con las condiciones éticas y legales
de trabajo establecidas en el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se
establecen las normas basicas aplicables para la proteccién de los animales utilizados en

experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia (BOE 8-2-2013). Esta
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implantacion la ha realizado el grupo liderado por Fernando Mufioz, en la Facultad de

Veterinaria de la Universidad de Santiago de Compostela, campus de Lugo.

Asi, el objetivo de este capitulo es mostrar los resultados de la implantacién in vivo, para
determinar el grado de biocompatiblidad y de osteointegracion de cada uno de los

recubrimientos desarrollados, en las dos experimentaciones realizadas (Figura 6.1):
a) Implantacién en tibia de conejo.

b) Implantacion en condilo femoral de conejo.

Figura 6.1. Dibujo esquemdtico que muestra la implantacion en la tibia (flecha roja) y en el condilo (flecha negra).
Adaptado de Cheng et al.”

2. Materiales y métodos

2.1. Implantacion en tibia

En esta fase experimental fueron utilizados un total de 8 conejos blancos hembras de
Nueva Zelanda con un peso aproximado de 4.5 kg. Al inicio del estudio tenian una edad
de 16 semanas. Las fases posteriores fueron: castracion (19 semanas), inicio de
tratamiento con corticoides (21 semanas), colocacion de implantes (25 semanas) y

sacrificio (28 semanas).

Se realizé la ovariectomia por linea alba, con el fin de simular un modelo de hueso

osteopordtico. Para ello, los animales se anestesiaron mediante administracion
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intramuscular (IM) de 1.25 mL de ketamina, 0.3 mL de medetomidina y 0.5 mL de
buprenorfina. La monitorizacion anestésica se hizo mediante monitorizacion
electrocardiografica (ECG). Las ligaduras de ovarios se hicieron con poliglecaprona 2/0

y 3/0 para tejido celular subcutaneo y piel.

En el postoperatorio se observo incomodidad en los animales (se movian menos), por lo
que se les administré por via subcutanea (SC) 0.3 mL de meloxicam y enrofloxacino en
agua de bebida (1 mL/L).

Para el tratamiento con corticoides se administré 1 mg/kg de metilprednisolona IM cada
dia durante 4 semanas, aungue en la ultima se decidioé hacer una pauta de reduccién de
corticoides pasando a la administracion de metilprednisolona cada 48 h. Se utiliz6
Urbason 250 mg/5mL y se administraron 0.09 mL por cada animal y dia.

Para la cirugia de colocacion de mini implantes los animales se sedaron con inyeccion IM
de 1.25 mL de ketamina, 0.25 mL de medetomidina y 0.5 mL de buprenorfina. La
anestesia se mantuvo por inhalacion de isoflurano por mascarilla. Se implantaron dos
protesis radiculares por tibia, interviniéndose ambas patas (Figura 6.2). Se realiz6 una
incision, en la cara medial de la tibia, de 20 mm desde el extremo distal de la tuberosidad
tibial. Se diseco el tejido subcutaneo, se secciond la fascia muscular, se rebatio el musculo
flexor largo comun de los dedos, se expuso la zona de perforacion y se desperiostizé. La
perforacion se realizd con varios Kits quirargicos esterilizables y un micromotor de bajas
revoluciones con irrigacion continua automatica de suero fisioldgico. La secuencia de
fresado comenzd con el marcaje de una pequefia sefial hecha a mano con la fresa
lanceolada. Después se procedio a la primera perforacién con la misma fresa, seguida de
una fresa piloto y tras ésta una fresa guia, que permite que la serie siguiente de fresas de
diametro creciente (de 2.8, 3.0 y 3.5 mm) entren perpendiculares a la cortical. Finalmente,
la avellanadora permitié dar al defecto la forma necesaria para alojar el implante. Una
vez creado el defecto, se insertaron las prétesis manualmente con la llave de carraca

dinamométrica. Finalmente, se procedio al cierre de la herida suturando por planos.
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Figura 6.2. Implantacion en tibia de conejo.

Tras la intervencion quirdrgica, se administré atipamezol (0.15 mL IM) y a partir del dia
siguiente se comenzd a administrar terapia antibidtica con enrofloxacino durante 3

semanas en el agua de bebida.

Trascurrido el periodo de ensayo, los animales fueron eutanasiados mediante 5 mL de
pentobarbital por via intravenosa, tras sedacion con 1.5 mL de ketamina y 0.5 mL de
medetomidina. Después de comprobar la ausencia de signos vitales, la region proximal
de la tibia se limpio de tejidos blandos y se realizé una osteotomia de diseccion, con mini

sierra circular, a una distancia de 5 mm a ambos lados del implante.

En la Tabla 6.1 se muestran las formulaciones con las que fueron recubiertos los mini
implantes de titanio cpTi, grado IV, utilizados en este ensayo. Estos se fabricaron
expresamente por GMI-llerimplant S.L. para este estudio, con unas medidas de 3 mm y
2 mm de diametro en la cabeza y en el cuerpo, respectivamente, por 4 mm de longitud.
Tal y como se ha explicado en el capitulo 2, se sometieron a un pretratamiento superficial
que le otorga una rugosidad heterogénea al combinar un granallado de corindén blanco

con un ataque &cido.

Tabla 6.1. Codigos de las muestras implantadas en tibia.

Material Muestras

Ti control T1RP, T2LP, T3RD, T4LD, T5RP, T6LP, T7RD, T8LD
7M:3T-0.5Sr T1LP, T2RP, T3LD, T4RD, T5LP, T6RP, T7LD, T8RD
7M:3T-0.5Ca T1RD, T2LD, T3LP, T4RP, T5RD, T6LD, T7LP, T8RP
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Las muestras fueron codificadas con un nimero y tres letras. La primera letra (T) indica
la implantacion en tibia, el nimero se refiere al animal (de 1 a 8), la segunda letra expresa
el lado de la tibia: derecho (R) o izquierdo (L), y la tercera letra si es el implante de la

zona distal (D) o proximal (P).

2.2. Implantacion en condilo femoral

Se utilizaron doce conejos blancos machos de Nueva Zelanda, de 23 semanas de edad y
un peso aproximado de 4.5 kg, suministrados por una granja acreditada por AAALAC
International (Granja cunicola San Bernardo SL, Tulebras, Navarra). Los animales fueron
alojados en jaulas individuales, en el Animalario Experimental del Campus de Lugo,
después de la aprobacion por el comité ético y de la autorizacion administrativa (codigo
de procedimiento: 06/18/LU-002). Los animales se mantuvieron bajo condiciones de
temperatura (15-21 °C), humedad, renovacion de aire y ciclos de luz controlados (ciclos
de luz y oscuridad de 12 h alternas desde las 19 horas), de acuerdo con el anexo Il de la
directiva 86/609/EEC. Los animales fueron alimentados con pienso seco preparado en
forma de pellets, esterilizado y especialmente fabricado para la alimentacién de animales
de laboratorio. Tanto el jefe de bienestar animal del centro, como el personal del
establecimiento y los investigadores velaron por la salud de los animales durante todo el

experimento.

Tras un periodo de cuarentena de tres semanas, los animales fueron medicados con
ketamina 25 mg/kg/IM (Ketamidor 100 mg/mL), medetomidina 50 pg/kg/IM (Sededorm
1 mg/mL) y buprenorfina 0.03 mg/kg (Bupag 0.3 mg/mL). La anestesia se mantuvo por

inhalacion de una mezcla de Oz y 2 % de isoflurano utilizando una méscara facial.

Después de la preparacion aséptica de la piel, se realizo un abordaje lateral del femur
distal, afectando a la piel y al tejido subcutaneo para posteriormente disecar la
musculatura y exponer la superficie lateral del condilo femoral lateral con un elevador
periosteal. Se realiz6 un fresado, segun indicaciones del fabricante, con un motor
quirargico acoplado a una fresa quirdrgica (intrasurg 300Kavo, Biberach, Alemania).
Tras realizar las perforaciones, se procedi6 a la colocacion de los mini implantes mediante

roscado manual en direccion lateromedial (Figura 6.3). La herida se suturd, utilizando
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material reabsorbible (vicryl 4/0, Ethicon), en planos profundos y nylon 3/0 para la piel.
Las diferentes superficies por ensayar se asignaron aleatoriamente al lado izquierdo o
derecho, de acuerdo con una lista de aleatorizacion generada por ordenador hasta
completar el mismo nimero en cada una de las posiciones (anterior y posterior, derecho

e izquierdo).

Figura 6.3. Implantacion en céndilo femoral.

Después del cierre de la herida, la piel se desinfectd de nuevo con solucion de povidona
iodada. Tras la intervencion quirdrgica, se administré atipamezol (0.15 mg/kg/IM;
Esteve) para revertir los efectos de la medetomidina. Los animales fueron monitorizados
en su recuperacion y devueltos a su alojamiento, donde continuaron durante todo el

periodo experimental.

Figura 6.4. Radiografia de los implantes en el condilo femoral.
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Posteriormente, el dolor se control6 con buprenorfina (0.01-0.03 mg/kg/IM, Buprex, RB
Pharmaceuticals) durante 3 dias y con meloxicam (0.2 mg/kg/SC, Metacam, Boehringer)
durante 5 dias. Como profilaxis antibiotica se utiliz enrofloxacino (5 mg/kg/12 horas,
Syvaquinol 10 % oral) durante 3 semanas en el agua de bebida. Ademas, el estado de las

heridas se evalu6 dos veces por semana, asi como cada vez que se limpiaron las jaulas.

Tras un periodo de implantacion de 4 semanas los animales fueron sacrificados con una
sobredosis de pentobarbital por via intravenosa (Doletal, Vétoquinol, Francia) después de
sedacion con ketamina 25 mg/kg y medetomidina 50 pg/kg. Posteriormente, los fémures
distales fueron disecados para observar los materiales implantados. Las muestras para
histologia se mantuvieron en el fémur para su fijacion en solucion tamponada de
formaldehido al 10 %.

A continuacion, se muestra la Tabla 6.2 con todas las muestras implantadas:

Tabla 6.2. Codigos de las muestras implantadas en condilo femoral.

Material Muestras
Ti control C1PL, C4AR, C5PR, C6AL, C7PL, C10AR, C11PR, C12AL
7M:3T-0.5Ca C1AR, C2PR, C3AL, C4PL, C7TAR, C8PR, C9AL, C10PL

Para la identificacion se ha utilizado un codigo que consiste en un namero y tres letras.
La primera letra (C) indica que la implantacion se ha realizado en céndilo femoral, el
namero se refiere al animal (de 1 a 12), la segunda letra expresa si es el implante anterior

(A) o posterior (P) y la tercera letra indica el lado del fémur: derecho (R) o izquierdo (L).

2.3. Estudio histolégico

Para evaluar la biocompatibilidad, la osteointegraciéon y la degradacion de los
recubrimientos se ha recurrido a la microscopia éptica. Para ello, las muestras obtenidas
han de ser sometidas a un tratamiento que consta de cuatro pasos: fijacion, inclusion en

PMMA, corte y tincion de las muestras.

Asi, una vez obtenidas las muestras, estas fueron inmediatamente fijadas, sumergiéndolas

en etanol al 40 % (v/v) a 4 °C. Después se realiz6 el procesado histolégico de inclusién
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en PMMA segin el protocolo descrito por Peris et al.'® de muestras Oseas no
descalcificadas. Este material presenta grandes ventajas frente a las diferentes
alternativas. Por un lado, la versatilidad de la tincion y, por el otro, su capacidad de
infiltracion de muestras de gran tamafio previamente tratadas. Los bloques de PMMA
obtenidos se cortaron mediante el sistema de corte de doble banda y micropulido EXAKT,
obteniendo muestras con un espesor de 30 um. Este grosor permite enfoques precisos de
microscopia Optica de hasta 40 aumentos. Estos cortes se colocaron en diferentes
portaobjetos, para proceder a su tincion por la técnica del Tricromico de Gomori, segun
el protocolo descrito por Garcia®®. Con este método, el hueso adquiere diferentes
tonalidades segln su grado de madurez y calcificacion. Asi, el osteoide adquiere un tono
rojizo y, a medida que madura, adquiere una tonalidad mas azulada. Ademas, el tejido

fibroso se tifie de rojo, al igual que los citoplasmas celulares.

El estudio histolégico de los cortes se realiz6 mediante observacion con microscopio

optico vertical Eclipse 80i (Nikon), utilizando el campo claro.

2.4, Estudio de biocompatibilidad

Tras la observacion de las muestras al microscopio, se evalud semicuantitativamente la
respuesta del organismo frente a un cuerpo extrafio en cuanto a su biocompatibilidad.
Para ello se ha desarrollado un sistema semicuantitativo, siguiendo las recomendaciones
de laNorma ISO 10993-6:2017 y diversa bibliografia?®-2, con el fin de evaluar los efectos
locales, después de la implantacion, de los diferentes materiales desarrollados, tanto en la
superficie como en el hueso profundo. Los parametros evaluados han sido: inflamacion
polimorfonuclear, linfocitos, células plasmaticas, macrofagos, células gigantes, necrosis,

fibrosis, neovascularizacion e infiltrado adiposo.

Los infiltrados de células inflamatorias y la necrosis se valoran utilizando el esquema de
valoracion de la Tabla 6.3. La neovascularizacién, fibrosis y el infiltrado adiposo se

valoran con el esquema de la Tabla 6.4.
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Tabla 6.3. Sistema de evaluacidn histoldgica — Tipo celular / respuesta.

Tipo celular / Valoracion
respuesta 0 1 2 3 4
pollirggj‘?:::]g?ear \1/855;;%: i 5-10/phf Infiltrado alto Saturado
Linfocitos 0 Vle_sstllglhc;s, 5-10/phf Infiltrado alto Saturado
Células plasmaticas 0 Vle_sstllglhc;s, 5-10/phf Infiltrado alto Saturado
Macrofagos 0 Vle_sstllglhc;s, 5-10/phf Infiltrado alto Saturado
Células gigantes 0 Vle_sztllglhc;s, 3-5/phf Infiltrado alto Laminas
Necrosis 0 Minima Leve Moderada Severa
(*) phf = por campo de alto aumento (400x)
Tabla 6.4. Sistema de evaluacion histolégica — Respuesta del tejido.
Valoracion
Respuesta
0 1 2 3 4
Proliferacién Gruplos de 4-7 Banda ancha de Banda e_>|(tensa
Inflamacion capilar minima captiares con capilares con de capilares
. ' estructuras con estructuras
polimorfonuclear focal, 1-3 fibroblésti estructuras de fibroblésti
brotes ibroblésticas soporte ibroblasticas
de soporte de soporte
Banda
Linfocitos 0 Banda estrecha moderadamente  Banda gruesa Banda extensa
ancha
Acumulacion
alargada 'y
Cantidad ancha de Grasa extensa
Células plasmaticas 0 minima de Varias capas de células que rodea
P grasa asociada  grasay fibrosis adiposas completamente
con fibrosis alrededor del al implante
sitio del
implante

En este caso, debido a la mayor importancia de los infiltrados de células inflamatorias y

necrosis, los parametros de la Tabla 6.3 se multiplican por un factor de 2 para

proporcionar un valor ponderado comparado con los parametros de neovascularizacion,

fibrosis e infiltrado adiposo de la Tabla 6.4.

Los valores se totalizan y luego se calcula una valoracién promediada para cada una de

las superficies estudiadas y para el control (Ti). ElI promedio de la valoracion para el

control se resta del valor promedio de cada una de las superficies, para asi determinar el

grado de reactividad.
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La respuesta se valora segun la siguiente puntuacion: respuesta minima o ausencia de
reaccion (puntuacion de 0 a 3), reaccion ligera (puntuacién de 3 a 9), reaccion moderada
(puntuacion de 9 a 15) o reaccion severa (puntuacion de 15 o mayor).

2.5. Estudio histomorfométrico

La histomorfometria es la rama cuantitativa de la histologia que mide rasgos

morfologicos. En los Gltimos afios se ha convertido en una linea de trabajo recurrente®,

Este estudio se ha realizado para evaluar la capacidad de osteointegracion de los distintos
recubrimientos desarrollados, prestando atencion al hueso en contacto con el implante (en
inglés Bone in Contact, BIC). Este parametro queda determinado por la cantidad de hueso
cortical y medular mineralizado en contacto intimo con la superficie del implante, y

expresada en milimetros.

Para realizar este estudio se tomaron imagenes de microscopia Optica, a 10 aumentos, del
perimetro de cada uno de los implantes, obteniendo una imagen Unica de cada protesis
radicular, tras el montaje de las imagenes parciales, con el software Microsoft Imagen

Composite Editor.

3. Resultados y discusion

3.1. Implantacion en tibia de conejo

Las muestras obtenidas tras la implantacion fueron procesadas para obtener los cortes
histoldgicos y asi poder observarlos al microscopio, para evaluar la biocompatibilidad y

la capacidad de osteointegracion de los diferentes recubrimientos desarrollados.

Se implantaron, en este caso, 8 implantes sin recubrimiento alguno (Ti control), 8

implantes con la formulacion 7M:3T-0.5Sr y otros 8 con el sistema 7M:3T-0.5Ca.
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En las siguientes figuras se muestran los cortes histoldgicos obtenidos tras 3 semanas de
implantacion de los implantes de Ti control como de los implantes recubiertos con las

formulaciones seleccionadas de Sry Ca, tintados por la técnica del Tricrémico de Gomori.

Figura 6.7. Cortes histoldgicos de las muestras 7M:3T-0.5Ca implantadas en tibia de conejo.
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Para distinguir mejor el hueso neoformado se realizd una nueva tincion. Asi, una vez
pulidas las muestras para eliminar la parte méas superficial que estaba tefiida, se tifieron
nuevamente, siguiendo el protocolo de tincion con azul de Stevenel y picrofucsina de Van
Gieson, descrito por Maniatopoulos et al?®. En las siguientes figuras se muestran, como

ejemplo, algunos de los cortes histoldgicos nuevamente tefiidos.

Figura 6.8. Muestra T1RP de Ti control implantada en tibia de conejo nuevamente tefiida.

Figura 6.10. Muestras con Ca implantadas en tibia de conejo nuevamente tefiidas.

A la vista de las imagenes histologicas se puede observar que debido al tamafio del
implante (4 mm de longitud y 3 y 2 mm de didmetro en la cabeza y en el cuerpo,

respectivamente) en ningln caso parece haber contacto de la superficie externa del
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implante con el endostio, salvo en la zona cortical de entrada del implante, pero en ningdn
caso en la cavidad medular. El vastago del implante queda inmerso en la médula 6sea, sin
ningun tipo de fijacion, y por tanto con una estabilidad Unicamente causada por el apriete
realizado en la zona cortical. Por este motivo, este modelo animal presenta tasas de
estabilidad muy pequefias para el tiempo de estudio realizado (3 semanas). Tal vez este

sea el motivo por el que la regeneracion dsea en estas muestras es muy limitada.

Observando las Figuras 6.8, 6.9 y 6.10 podria concluirse que no hay grandes diferencias
histologicas entre las muestras del control y las recubiertas. Tampoco se observan
diferencias notables entre las muestras en lo referente al tejido 6seo neoformado (apenas
nada en todas ellas). Se observan diferencias en cuanto a las caracteristicas de la capa del
recubrimiento que queda (grosor, alteracion del tejido Gseo cercano), asi como en cuanto

a las células multinucleadas que aparecen y al tejido conjuntivo proximo al implante.

En las muestras de Ca (Figura 6.10), aunque apenas hay tejido éseo neoformado, si se
considera el hueso neoformado, a partir de lenguas de la cortical y, ocasionalmente, en
algun surco del implante mas interno. En estas muestras, igualmente, hay cierta capa de
tejido conjuntivo, pero sin tener gran entidad. Igualmente, en todas las muestras hay
células multinucleadas, abundantes y alargadas. Ademas, en las muestras T3LP y T8RP
hay tejido cartilaginoso en formacion por fuera del hueso, proximo al sitio donde se ha
insertado el implante. En algunas muestras parece que hay algo de inflamacion en la zona
subcortical del implante. La muestra T4RP es la que tiene peor aspecto y parece gque en
algunas zonas cercanas al implante el tejido dseo se esta degradando. Esto Gltimo parece

que ocurre en lamuestra T7LP, pero en el hueso cortical proximo a la cabeza del implante.

Por otro lado, mediante la observacion con microscopio optico de los cortes histologicos
de los items relacionados con la reaccion de los tejidos a las diferentes superficies de los
implantes, y su puntuacion dentro de una escala de 0 a 3, se ha evaluado de forma

semicuantitativa la biocompatiblidad de las nuevas formulaciones.

En las siguientes tablas se indican las puntuaciones para cada uno de los items y para cada

tipo de implante.
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Tabla 6.6. Puntuacion de items para la evaluacion semicuantitativa de la respuesta de reaccion al implante

recubierto con 7M:3T-0.5Sr.
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Tabla 6.7. Puntuacion de items para la evaluacion semicuantitativa de la respuesta de reaccion al implante

recubierto con 7M:3T-0.5Ca.
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Con todas las puntuaciones, se realiza un promedio para determinar la valoracion de la

irritabilidad, donde un valor negativo se registra como cero.

Tabla 6.8. Promedios de la evaluacion semicuantitativa de la respuesta de reaccion a los implantes.

Ti 7M:3T-0.5Sr 7M:3T-0.5Ca
TOTAL 3.375 3.625 3.125
PROFUNDO PROMEDIO 025 0
(Ensayo - Control) ' '
TOTAL 7 3.75 3.25
SUPERFICIAL
PROMEDIO 3.05 375

(Ensayo - Control)

Como se puede observar, todas las formulaciones presentan una reaccion irritante ligera.
El mayor valor corresponde al Ti en la zona superficial. Sin embargo, los valores

promedio de todos los implantes recubiertos no muestran irritabilidad alguna.

Finalmente, dentro de la experimentacion en tibia de conejo, se realizd una
histomorfometria detallada, en la que se ha estudiado la variable histomorfométrica BIC.
Este estudio resulta determinante para cuantificar la capacidad de osteointegracion de los

recubrimientos en comparacion con el Ti. Los resultados se muestran en la Figura 6.11.

60 * %

40~

0 || | ] ]
Ti-Control 7M:3T-0.5Sr 7M:3T-0.5Ca

Hueso en contacto con el implante

Figura 6.11. Valores de la variable histomorfométrica BIC para los diferentes implantes en tibia. ( ** p <0.01).
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A la vista de estos datos, se podria entender que los implantes dopados con Sr inducen

menor osteointegracion que el Ti control.
Asi, en cuanto a la implantacion en tibia de conejo, se puede concluir que:

e El Unico contacto del miniimplante con el tejido 6seo se realiza por la zona de
cabeza, y principalmente en la zona cortical. El vastago del implante queda inmerso en la

médula 0sea, sin contacto alguno con el endostio que la envuelve.
¢ No existe apenas tejido 6seo neoformado, salvo en las muestras con Ca.

¢ No existen apenas diferencias entre las células, en cuanto a células multinucleadas

(presentes en todas las muestras).

e Los implantes recubiertos con Ca y Sr no aumentan la irritabilidad respecto al

implante de Ti (ligeramente irritante).

e Los implantes dopados con Sr inducen una menor osteointegracion que el Ti
control, mientras que la osteointegracion de los implantes con Ca no tiene diferencias

estadisticamente significativas frente al Ti.

3.2. Implantacion en condilo femoral de conejo

A la vista de que la implantacién en tibia de conejo no ha sido concluyente,
probablemente debido a la baja estabilidad de los implantes, y teniendo en cuenta que en
el grupo se iba a realizar una nueva experimentacion in vivo, destinada a un ensayo de
protedbmica in vivo, se pensdé en cambiar el modelo animal y aprovechar dicha
implantacion como prueba de concepto. En este modelo animal, debido a la limitacion
econdmica, se utilizaron dnicamente 8 implantes de Ti sin recubrir como control y otros
8 recubiertos con la formulacion 7M:3T-0.5Ca, donde solo 2 muestras de cada tipo se
utilizaron para el estudio histolégico (C4AR, C7PL, C2PR y C8PR).

A continuacion, se muestran los cortes histologicos obtenidos, tras 4 semanas de

implantacion, de los 2 tipos de implantes (Figura 6.12).
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Figura 6.12. Cortes histoldgicos de las muestras Ti control (C4ARy C7PL) y 7M:3T-0.5Ca (C2PR y C8PR)
implantadas en el céndilo femoral de conejo.

Observando estas imagenes, y teniendo en cuenta el limitado nimero de muestras, se

puede dar la informacion sobre diferentes items, que esta recogida en la siguiente tabla:

Tabla 6.9. Valoracion de las imdgenes correspondientes a la implantacion en condilo femoral de conejo.

Ti control 7M:3T-0.5Ca
Muestra C4AR C7PL C2PR C8PR
Proximidad
cartilago Si Si No Si
articular
Cortical Fina, trabecular Fina, trabecular Fina en un lado Normal, trabecular
Abundantes, Abundantes,
Bastante también en el lado también en el lado
Trabéculas del implante Abundantes del implante
abundantes . .
alejado de la pared alejado de la pared
lateral lateral
Abun,danCIa ++ +++ +++ +++
trabéculas
Recubrimiento No No Si Si, grueso
Parece que
contacta hueso
Caracteristicas nuevo desde
del i ) i trabéculas, pero
. también hueso
recubrimiento
nuevo
directamente sobre
el recubrimiento
Hueso nuevo Si, desde Si, desde abunggnrt:u}éesde Si, desde
trabéculas viejas trabéculas viejas . trabéculas
trabéculas
Rellenando Rellenando

Cantidad
hueso nuevo

En varios surcos
rellenando huecos,
pero también
surcos sin hueso

huecos. Duda de si
alguno puede ser
tejido dseo en
descomposicién

Gran cantidad,
rellenando surcos

huecos. Duda de si
alguno puede ser
tejido dseo en
descomposicién

Valoracion
global

Buen
comportamiento

Buen
comportamiento

Buen
comportamiento

Buen
comportamiento
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A la vista de los resultados, se puede decir que los 4 implantes estudiados muestran un
buen comportamiento. Prestando atencion a las imégenes del recubrimiento dopado con
Ca podria decirse que es una formulacion prometedora ya que no presenta irritabilidad y,

cualitativamente, presenta mayor cantidad de nuevo hueso formado.

En lo referente a la variable histomorfométrica BIC, estos son los resultados obtenidos
(Figura 6.13).

80—

20

0 T T
Ti-Control 7M:3T-0.5Ca

Hueso en contacto con el implante
S
o
]

Figura 6.13. Valores de la variable histomorfométrica BIC para los diferentes implantes en céndilo femoral.

La valoracion histomorfométrica realizada entre los implantes de Ti (control) y los
recubiertos con Ca no muestran diferencias estadisticamente significativas en cuanto al

parametro BIC.

En cuanto a las conclusiones que se pueden obtener de esta experimentacion en condilo

femoral:

e La experimentacion ha sido disefiada para obtener resultados en ensayos de
protedmica in vivo, y las muestras dedicadas a histologia han sido Unicamente 2, con lo

que las conclusiones solo pueden ser cualitativas.

e El comportamiento, tanto de los implantes de Ti como de los que llevan el
recubrimiento con Ca, es bueno y bastante similar entre ellos, mostrando una buena

osteointegracion.
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¢ Anivel cualitativo, parece que las mayores diferencias aparecen en el hueso nuevo
formado. El nuevo hueso, en las muestras de Ti, aparece desde trabéculas que ya estaban
formadas. Sin embargo, con el recubrimiento con Ca, el nuevo hueso aparece como

nuevas trabéculas, y no a partir de las ya existentes previamente.

e Lacantidad de hueso nuevo parece ser mayor en las muestras con el recubrimiento
con Ca, si bien no se observan diferencias significativas en el BIC, entre las muestras de

Tiy las recubiertas.
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Conclusiones generales

Teniendo en cuenta las conclusiones parciales de cada uno de los estudios realizados en
esta tesis doctoral, y que estdn descritas al final de cada capitulo, se detallan a
continuacidn las conclusiones generales que se pueden extraer del trabajo experimental

realizado:

e La técnica sol-gel ha permitido obtener recubrimientos hibridos Organico-
inorganicos, dopados con sales de Sr y Ca, con el fin de modificar superficialmente las
propiedades de los implantes dentales de Tiy poder controlar la respuesta bioldgica. Estos
recubrimientos actiian como matrices de liberacion de los iones incorporados, ademas del
Si, constituyente del propio recubrimiento. La incorporacion de los iones y la variacion
en la cantidad introducida en la red siloxanica producen un cambio en las propiedades
fisico-quimicas de las superficies, asi como en la reticulacion de la red. La cinética de
liberacion es funcion del grado de condensacidon de la red hibrida formada, ademas de la

concentracion del ion incorporado.

e La caracterizacion de la adsorcion de proteinas séricas a la superficie de diferentes
materiales utilizables en implantologia dental, por protedmica, puede emplearse como
una herramienta capaz de predecir las respuestas in vivo del biomaterial, pudiendo llegar
a mejorar o completar los resultados obtenidos con los ensayos celulares in vitro

tradicionales.

e Aungue la capacidad regenerativa de un biomaterial es un fendbmeno muy
complejo, en el que intervienen multiples factores, los resultados de este estudio permiten
afirmar que una significativa adsorcion de proteinas correspondientes al sistema inmune,
que den lugar a una inflamacion bien regulada y, por lo tanto, no cronificada, puede
indicar una importante bioactividad de la superficie e influir positivamente en su
capacidad de regeneraciéon 6sea. Ademas, una afinidad de la superficie por la proteina

TETN podria sefialar una mayor capacidad de osteointegracion.

e A falta de un nuevo estudio in vivo, que permita confirmarlo, el recubrimiento
dopado con Ca resulta de gran interés para ser utilizado en implantes dentales, ya que tal
y como se ha observado por protedmica la abundancia normalizada de las proteinas
relacionadas con la regeneracion 0sea hasta cuadruplican a las correspondientes al Sr.
Ademaés, las proteinas encontradas denotan un aumento claro de la funcién de la

coagulacién y la fibrindlisis, que podria tener relacion con el mayor potencial osteogénico
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observado in vitro. Asimismo, en los ensayos celulares se comprueba que la adicion de
Ca no provoca inflamacion cronificada en los recubrimientos sintetizados, hecho que se
ha correlacionado con la deteccion de patrones de adsorcion de proteinas afines a la

regulacion e inhibicion de la respuesta inmune.

Tras los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, se proponen las siguientes lineas de

investigacion, que supondrian la continuacion de la misma.

e Después de la sintesis y caracterizacion de los nuevos recubrimientos sol-gel
dopados con SrClz y CaCl,, han de realizarse nuevos estudios in vivo para poder evaluar
de manera satisfactoria la capacidad de osteointegracion de los implantes dentales y

realizar una discusién mas profunda respecto a la caracterizacion protedmica.

e Del mismo modo, se evaluaran nuevas composiciones con el fin de obtener méas
informacion sobre las interacciones proteina/biomaterial. Se comprobaran las
consecuencias provocadas por la adicién de diferentes compuestos como MgClz, ZnCly,
MnClz, CuClz, ZrCls, B 0 curcumina, entre otros. De esta manera se podra seguir
estudiando el efecto que tiene el dopado en los procesos de inflamacion, osteogénesis,

angiogénesis, adhesion celular y coagulacion.

e Por otro lado, en los estudios realizados se ha utilizados un suero humano
comercial. Sin embargo, el suero puede variar en funcion del metabolismo de cada
persona. Por lo tanto, en una futura linea de investigacion se realizarian estudios
protedbmicos comparativos utilizando sueros de diferentes grupos poblacionales asociados
a patologias relacionadas con una menor capacidad de regeneracion Gsea, como
diabéticos u osteoporoéticos, respecto a un grupo de poblaciéon sana, para un mismo
biomaterial. De esta manera, se podria obtener una importante informacion para ser
capaces de ofrecer una medicina personalizada a pacientes que tengan este tipo de factores

de riesgo.

e Otra interesante linea de trabajo futuro consistiria en buscar la correlacion entre
los resultados de la caracterizacién proteémica de superficies, utilizando modelos mas
complejos, asi como llevar a cabo los estudios de protedmica con células in vitro o incluso
in vivo. De esta manera, se podria obtener una vision mas global de los fendmenos

asociados a la osteointegracion y el papel de las proteinas durante el mismo.
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e Por ultimo, y teniendo en cuenta que el éxito de un implante dental no depende
unicamente de una buena osteointegracion, sino también de un buen sellado bioldgico, se
abre un nuevo campo de desarrollo de nuevas superficies para los pilares del implante y
su evaluacion bioldgica con celulas correspondientes al tejido blando, asi como su
evaluacion protedmica, para poder predecir un buen sellado bioldgico, y evitar asi la

periimplantitis.
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Anexos

Anexo 1. Tabla de proteinas (5r)

Tabla A.1. Andlisis diferencial Progenesis QI de proteinas mds y menos adsorbidas en recubrimientos dopados con Sr
(7M:3T-0.5Sr, 7M:3T-1Sr y 7M:3T-1.5S5r) respecto al material base. Las proteinas detectadas con ANOVA p < 0.05
(en amarillo) y una ratio superior a 1.3 (en verde) o inferior a 0.77 (en rojo) se consideraron significativamente
diferentes (en negrita).

7M:3T-0.5Sr 7M:3T-1Sr
vs TM:3T vs 7TM:3T

Cédigo Proteina p Ratio p Ratio p Ratio

HRG Histidine-rich glycoprotein ~ 0.415 1.39 0.010 9.51 0.020 11.23

FAll Coagulation factor XI 0.192 1.60 0.000 9.09 0.055 6.85

CADH1 Cadherin-1 0.498 1.83 0.031 6.77 0.302 5.27

Insulin-like growth factor-

IBP4 n-lil J 0351 190 0055 716 0147 444
binding protein 4
APOF Apolipoprotein F 0.220 4.42 0.124 5.12 0.216 4.25
PCOC1 Procollagen C- 0210 504 0038 1768 0156 406
endopeptidase enhancer 1
Kv3oz '9kappa ChaS'I”EV" Ilregion 5059 339 0001 1249 0561  4.06
KNG1 Kininogen-1 0021 195 0005 419 0148 321
LAC2 |g lambda-2 chain C 0238 209 0006 723 0402 292
regions
APOC1 Apolipoprotein C-I 0.031 2.37 0.018 2.43 0.103 2.77

APOC4 Apolipoprotein C-1V 0.004 1.93 0.021 1.85 0.003 2.71

TETN Tetranectin 0036 216 0006 359 0221 253
CD5L CD5 antigen-like 0004 253 0001 332 0057 250
PROS Vitamg};;?:ge”de”t 0001 284 0007 375 0088 235
APOL1 Apolipoprotein L1 0001 193 0029 155 0001 232
SEPP1 Selenoprotein P 0.055 1.47 0.015 1.87 0.010 2.28
C4BPA C4b'bi”d"(‘:%api;°tei“ apha 002 250 0002 289 0031 223
Hvaoo '0heavy Chgi'za/ Alfregion 000 266 0000 308 0460 220
GELS Gelsolin 0022 201 0003 401 0110 219
S10A7 Protein S100-A7 0326 280 0058 421 0687 217

SAA4  Serum amyloid A-4 protein  0.387 1.12 0.693 1.09 0.001 2.14

CFAH Complement factor H 0.087 1.46 0.006 3.22 0.033 2.08
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Immunoglobulin lambda-

IGLL5 like polypeptide 5 0.259 1.77 0.008 4.14 0.274 2.07
AMBP Protein AMBP 0.402 1.26 0.017 3.35 0.219 1.96
FETUA  Alpha-2-HS-glycoprotein ~ 0.106 1.50 0.059 1.88 0.208 1.95
APOH Beta-2-glycoprotein 1 0.107 2.79 0.040 6.15 0.917 1.88
HEMO Hemopexin 0.144 1.82 0.019 4.00 0.434 1.83
FA5 Coagulation factor V 0.078 1.96 0.038 2.42 0.278 1.71
co7 Comp'emegt7"°mp°”e”t 0070 148 0084 172 0112 169
FHRL ~ ComplementfactorH- o453 434 038y 136 0084 168
related protein 1
IGHG1 Ig gamma-1 chain C region  0.017 1.95 0.036 2.88 0.218 1.68
VTDB  Vitamin D-binding protein ~ 0.435 1.39 0.095 1.99 0.197 1.64
FAl12 Coagulation factor XII 0.227 1.73 0.089 3.45 0.658 1.57
CO3 Complement C3 0.073 1.59 0.016 2.36 0.469 1.55
AlAT Alpha-1-antitrypsin 0.066 1.85 0.005 3.69 0.307 1.54
ppig  [eptiayl-prolylcis-trans o595 53 0019 491 0488 152
isomerase B
AACT  Alpha-1-antichymotrypsin ~ 0.094 1.73 0.002 3.87 0.155 1.52
THRB Prothrombin 0.411 1.13 0.097 1.36 0.036 1.52
Ic1 Plasma protease C1 0000 179 0001 216 0165 149
inhibitor
Inter-alpha-trypsin
ITIH4 inhibitor heavy chain H4 0.126 1.29 0.034 1.98 0.058 1.47
FA9 Coagulation factor IX 0.811 1.19 0.161 1.62 0.718 1.47
APOE Apolipoprotein E 0.043 1.26 0.235 1.33 0.259 1.45
CIR Complement C1r 0.004 1.65 0020 141 0009 145
subcomponent
TRFE Serotransferrin 0.133 1.54 0.051 1.70 0.187 1.44
perpz  N-Acetylmuramoyl-L- g a00 459 gggs 127 0130 142
alanine amidase
CO4B Complement C4-B 0.062 1.50 0.191 1.37 0.074 1.40
Keratin, type Il
K2C1B cytoskeletal 1b 0.328 141 0.049 2.94 0.450 1.39
VTNC Vitronectin 0.390 1.36 0.082 3.23 0.622 1.39
IGHG2 Ig gamma-2 chain C region  0.322 1.47 0.054 9.27 0.809 1.32
APOA2 Apolipoprotein A-II 0.023 1.45 0.682 1.07 0.050 1.32
APOA5 Apolipoprotein A-V 0.245 1.33 0.464 1.21 0.278 1.30

314



Anexos

HBB Hemoglobin subunit beta 0.081 1.46 0.116 1.47 0.304 1.29

TTHY Transthyretin 0.106 1.42 0.088 1.56 0.251 1.26
Kvios ~'0keppachain VIteglon o165 159 0038 197 0444 125
IGHM Ig mu chain C region 0.079 1.26 0.783 1.05 0.105 1.24

HPT Haptoglobin 0.127 2.08 0.011 3.63 0.775 1.20
PLMN Plasminogen 0.451 1.09 0.184 1.30 0.225 1.20

CXCL7 Platelet basic protein 0.761 0.93 0.668 0.91 0.662 1.18

Inter-alpha-trypsin

ITIHL inhibitor heavy chain H1

0.086 1.79 0.045 2.84 0.766 1.16

Ig heavy chain V-IlI region

HV305 BRO

0.443 133  0.052 3.69  0.806 1.16

IGKC Ig kappa chain C region 0.776 0.95 0.224 1.60 0.318 1.14

PON1 Serum 0056 138 0044 181 0693 1.12
paraoxonase/arylesterase 1

Keratin, type Il

K2C6A cytoskeletal 6A

0.470 0.63 0.685 0.72 0.789 1.11

APOB Apolipoprotein B-100 0.951 1.03 0.055 1.81 0.937 1.11

ARGI1 Arginase-1 0.997 0.91 0.282 0.64 0.695 1.09

APOA4 Apolipoprotein A-IV 0.344 1.13 0.345 0.82 0.547 1.08

Complement C1s

C1s 0.049 1.39 0.417 1.12 0.681 1.06
subcomponent

APOC3 Apolipoprotein C-11I 0.946 0.97 0.320 1.22 0.873 1.03

CLUS Clusterin 0989 102 0123 075 0976 1.03

cog ~ Complementcomponent 16 128 033 081 0745 103

FA10 Coagulation factor X 0.394 1.26 0.514 1.10 0.798 1.02

K22E Keratin, type |1 0637 085 0992 105 0840 101

cytoskeletal 2 epidermal

AZ2MG Alpha-2-macroglobulin 0.458 1.43 0.039 2.32 0.999 1.00

Pigment epithelium-

PEDF derived factor

0.697 0.86 0.543 1.18 0.856 1.00

TSP1 Thrombospondin-1 0.145 0.11 0.595 1.04 0.446 0.99

KCRM Creatine kinase M-type 0.619 0.71 0.726 0.52 0.537 0.98

1GJ Immunoglobulin J chain 0.492 1.07 0.663 1.08 0.846 0.97
HEP2 Heparin cofactor 2 0.331 1.25 0.185 1.30 0.975 0.96
CO5 Complement C5 0.116 1.30 0.537 1.07 0.637 0.91

APOD Apolipoprotein D 0.017 0.75 0.207 0.79 0.197 0.89
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Keratin, type | cytoskeletal

K1C13 L 0301 058 0103 040 0800 088
K2C5 Keratin, type Il 0970 096 0758 082 0911 087
cytoskeletal 5
CFAB Complement factor B 0.594 1.08 0.700 1.06 0.604 0.87
Kicie feratin, typelé cytoskeletal 4,0 570 0276 064 0655 084
ALBU Serum albumin 0.501 1.27 0.073 1.67 0.357 0.80
C1QC Complement Clq 0126 187 025 141 0756  0.80
subcomponent subunit C
Keratin, type 1l
K2C78 ytockelom 78 0604 073 0690 083 0805 0.79
CERU Ceruloplasmin 0543 138 0128 156 0219 078
K2C1 Keratin, type 1 0214 075 0295 074 0217 077
cytoskeletal 1
HBA  Hemoglobin subunitalpha 0973 098 0319 080 0148  0.75
APOA1 Apolipoprotein A-| 0935 099 0207 064 0329 072
Kiciy ~Keratin, typel; cytoskeletal 510 054 0071 054 0192 072
IGHA1  Igalpha-1 chain C region 0.530 1.16 0.447 1.23 0.308 0.71
Kiclg ~Keratin, typel(') cytoskeletal .97 077 0328 076 0181 071
Inter-alpha-trypsin
TIH2 e ey oz 0818 107 0266 151 0116 071
cogg  Complementcomponent 4.0 41 0450 120 0987 070
C8 beta chain
Kico  Keratin, typeg' cytoskeletal 406 059 0101 056 0223 0.65
AFAM Afamin 0847 078 0352 168 0466 059
ALAG1 A'pha'l'ac'dlg'VCOpmte'” 0821 123 0533 138 0043 059
Kicl4 Keratin, typelé'l cytoskeletal 5 o5 043 0023 035 0101 = 058
ALAG2 A'pha'l'ac'dz‘?"VCOp“’te'” 0947 113 0553 135 0027 057
DSG1 Desmoglein-1 0529 081 0072 052 0170 056
TLN1 Talin-1 0301 147 0423 123 0993 055
ZA2G  Zinc-alpha-2-glycoprotein  0.681 0.96 0.485 0.86 0.006 0.53
APOC2  Apolipoprotein C-Ii 0399 152 0601 107 0867 052
SAMP Serum amyloid P- 0769 066 0241 039 0387 046
Component
igps  Insulin-like growth factor- o) ges 024 001 0137 042
binding protein 5
ANT3 Antithrombin-111 0019 019 0463 062 0096 035
pROC  VitaminK-dependent 5011 549 0005 014 0006  0.35

protein C
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Keratin, type | cuticular

KRT36 Hab

0.333 0.21 0.257 0.19 0.333 0.21

H4 Histone H4 0.474 0.60 0.647 0.18 0.989 0.06
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Anexo 2. Tabla de proteinas (Ca)

Tabla A.2. Andlisis diferencial Progenesis QI de proteinas mds y menos adsorbidas en recubrimientos dopados con
Ca (7M:3T-0.5Ca, 7M:3T-1Ca y 7M:3T-1.5Ca) respecto al material base. Las proteinas detectadas con ANOVA
p <0.05 (en amarillo) y una ratio superior a 1.3 (en verde) o inferior a 0.77 (en rojo) se consideraron
significativamente diferentes (en negrita).

7M:3T-0.5Ca 7M:3T-1Ca 7M:3T-1.5Ca

vs 7TM:3T vs TM:3T vs TM:3T
Cadigo Proteina p Ratio p Ratio p Ratio
PLF4
PE4V Platelet factor 4 0.046 4.82 0.023 9.10 0.231  40.12

APOC4 Apolipoprotein C-1V 0.015 3.58 0.001 3.08 0.002 4.30

Vitamin K-dependent

PROC \ 0480 067 0775 081 0685 424
protein C
Histidine-rich
HRG ycoprotein 0.004 241 0004 253 0000 350
S10A9 Protein S100-A9 0261 068 0325 072 0746  2.90
CLUS Clusterin 0060 196 0017 216 0001  2.18
K1C16 Keratin, type | 0326 048 0722 078 0446 214
cytoskeletal 16
ACTB Actin, cytoplasmic 1 0.213 3.45 0.554 0.81 0.251 2.09
APOA Apolipoprotein(a) 0.123 855 0.508 1.19 0.033 2.07
C4BPA C4b'b'”d";%€f’i;°te'“ alpha 5004 268 0014 261 0011 203
Keratin, type 11
K2C6A cvioskelen) 6A 0497 050 0506 057 0222 201
FA12  Coagulationfactor XIl 0243 153 0210 214 0417 192
ANXA2 )
AN Annexin A2 0893 109 0477 130 0110 185
PROS Vitamin K-dependent g5 158 0029 176 0018 175

protein S
IGHG3 Ig gamma-3 chain C region  0.347 2.59 0.001 3.89 0.516 1.73
Keratin, type Il

K22E ; 0700 090 0366 075 0.054 1.71
cytoskeletal 2 epidermal
SAMP Serum amyloid P- 0090 137 0649 112 0026 170
component
Keratin, type Il
K2C6B cytoskeletal 6B 0.419 1.44 0.435 0.74 0.165 1.69
PLMN Plasminogen 0.018 1.76 0.607 1.14 0.012 1.67
VTNC Vitronectin 0.043 1.40 0.101 142 0.073 1.64

CFAB Complement factor B 0.582 1.17 0.034 1.64 0.005 1.62

AMBP Protein AMBP 0.302 1.73 0.406 1.32 0.140 1.62
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APOA2 Apolipoprotein A-II 0718 089 0055 171 0062 154
c10C Complement C1q 0.494 154 0031 142 0040 153
subcomponent subunit C

DCD Dermcidin 0178 062 088 096 0291 152

IGHM Ig mu chain C region 0.021 1.69 0.084 1.42 0.274 1.51

CD5L CD5 antigen-like 0554 124 0167 132 0011 151

APOC2 Apolipoprotein C-11 0.124 1.84 0.158 1.60 0.210 1.48

K1C17 Keratin, type | 0933 098 0285 073 0333 147
cytoskeletal 17

K1C14 Keratin, type | 0313 066 0298 069 0488 146
cytoskeletal 14

FIBA Fibrinogen alpha chain 0.425 1.36 0.641 0.86 0.389 1.44

CFAH Complement factor H 0.039 1.71 0.102 1.50 0.121 1.44

K1C10 Keratin, type | 0788 080 0133 051 0228 143
cytoskeletal 10

K2C5 Keratin, type I 0518 086 0125 055 0294 143
cytoskeletal 5

APOC3  Apolipoprotein C-11I 0057 168 0328 117 0062 143

Inter-alpha-trypsin
ITIH2 i heavy ohain iz~ 0608 093 0917 115 0217 142
Kvaos ~ lokappachain V-l o0 400 0050 182 0490 139
region CLL

K2C1 Keratin, type I 0867 127 0248 062 0297 139
cytoskeletal 1

KV302 |9 kappa chain V-1II 0.003 178 0027 184 0040 1.39

region SIE

PEDF Pigment epithelium- 0024 171 0171 130 0374 138
derived factor

HPTR Haptoglobin-related 0952 110 0791 106 0351  1.38

protein

Cco4B Complement C4-B 0.076 1.63 0.089 1.84 0.122 1.38

FA10 Coagulation factor X 0.860 0.90 0.811 0.92 0.191 1.37

Kicig Keratin, typelé cytoskeletal ) ges 095 0747 092 0435 136

Plasma protease C1

IC1 e 0004 165 0198 127 0395 134

IGJ Immunoglobulin Jchain ~ 0.260 156 0597 106 0513 133

CO5 Complement C5 0047 164 0083 121 0112 1.32

KV310 Ig kappa chain V-11I region

Kvila VH (Fragment) 0067 136 0024 149 0127 1.32

HEP2 Heparin cofactor 2 0.814 1.01 0.692 0.88 0.204 1.31

CIR Complement Clr 0102 276 0110 256 0164 130
subcomponent

C10B Complement C1g 0370 138 0163 156 0129 128

subcomponent subunit B
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Complement component

CO9 C9 0.557 1.20 0.016 115  0.075 1.26

C10A Complement C1q 0201 166 0461 113 0316 126
subcomponent subunit A

PON1 Serum 0353 119 0045 114 0315 125
paraoxonase/arylesterase 1

Hvaos ‘gheawecham VIllredion o769 104 0376 084 0494 125

Cc1s Complement Cls 0117 154 0127 125 0324 124

subcomponent
APOB Apolipoprotein B-100 0.115 1.58 0.052 1.46 0.381 1.23
SAA4  Serum amyloid A-4 protein  0.103 1.63 0.019 1.53 0.869 1.22
Inter-alpha-trypsin

ITIH4 inhibitor heavy chain H4 0.559 1.10  0.083 137 0.381 1.18

THRB Prothrombin 0.393 1.40  0.370 113 0.369 1.17

HBB Hemoglobin subunitbeta ~ 0.808 0.95 0.697 0.93 0.279 1.17

APOC1 Apolipoprotein C-I 0.208 1.32 0.107 1.78  0.655 1.16

COo3 Complement C3 0.262 121  0.568 1.13  0.505 1.15

TETN Tetranectin 0.037 148  0.097 1.60  0.423 1.14
Inter-alpha-trypsin
ITIH1 inhibitor heavy chain H1 0.884 122 0.178 1.27  0.952 1.13
APOA4 Apolipoprotein A-IV 0.227 0.80 0.103 0.69 0.646 1.13
KNG1 Kininogen-1 0.731 1.16 0.065 1.28 0.703 1.11
APOD Apolipoprotein D 0.848 1.03 0.249 0.71 0.792 1.11
APOA1 Apolipoprotein A-I 0.413 1.23 0.972 1.00 0.491 1.09
AACT  Alpha-1-antichymotrypsin ~ 0.270 1.25 0.795 0.96 0.717 1.08
SEPP1 Selenoprotein P 0.135 1.65  0.529 124  0.731 1.08
IGHA2  Igalpha-2 chain C region  0.780 1.25 0.853 1.02 0.853 1.08
Lipopolysaccharide-

LBP binding protein 0.574 133 0124 1.82 0.721 1.06
DSG1 Desmoglein-1 0.929 173 0528 083 0.881 1.06
CERU Ceruloplasmin 0.590 124 0905 093 0.737 1.06
APOH Beta-2-glycoprotein 1 0898 093 0.163 155  0.910 1.05
IGHA1 g alpha-1 chain C region  0.505 1.24 0.794 0.96 0.601 1.05
TRFE Serotransferrin 0.798 1.10 0.997 0.99 0.857 1.05
TTHY Transthyretin 0.518 1.18 0414 1.23  0.902 1.04
GELS Gelsolin 0.055 1.63  0.091 1.68  0.875 1.04
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ANT3 Antithrombin-111 0482 144 0135 149 0692  1.02
LAC2 g lambda-2 chain C 0376 119 0157 128 0908 101
regions
APOE Apolipoprotein E 0.410 0.87 0.337 0.87 0.964 0.99
SPB3 Serpin B3 0325 085 0594 119 0661 097
LAC1 |g lambda-1 chain C 0527 1.08 0343 115 0769 0095
regions
Kicg  Keratin, typeg' cytoskeletal  5g00 140 0402 086 0656 094
Lvaoz  lglambdachain V-IIL- ) pan hae 0388 084 0630 094
region LOI
HV323 |g heavy chain V-1l| 0431 085 0377 082 0547 092
region 23
KV105 1g kappa chain V-1
TSt e DEE 0463 123 0560 090 0581  0.92
Ig gamma-1 chain
IGHG1 Cragion 0638 093 0975 099 0496  0.89
IGKC |g kappa chain 0515 1.07 0658 110 0310 088
C region
co7 Comp'emegt7°°mp°”e“t 0500 114 0589 121 0296 087
FHR1  complementfactorH- - o0, o5 0554 001 0565  0.87
related protein 1
IGHG4 g gamma-4 chain 0331 086 0889 100 0304 085
C region
ALAG2 Alpha-1-acid 0802 128 0679 122 0386 084
glycoprotein 2
FETUA  Alpha-2-HS-glycoprotein ~ 0.777 1.06 0.758 0.97 0.430 0.83
ALAGL Alpha-1-acid 0352 068 0596 078 0670 082
glycoprotein 1
VTDB Vitamin D-binding 0560 074 0932 096 0825 080
protein
AFAM Afamin 0654 094 0840 092 0572 076
HEMO Hemopexin 0352 075 0995 095 0382 076
HV305 |g heavy chain V-1I| 0702 109 0540 108 0573 073
region BRO
Ig gamma-2 chain
IGHG2 Cragion 0214 086 0386 113 0176 073
HPT Haptoglobin 0488 090 0447 085 0105 073
K2C79 Keratin, type Il 0608 098 0261 049 0722 071
cytoskeletal 79
A2MG  Alpha-2-macroglobulin 0415 082 0324 071 0183  0.62
ALBU Serum albumin 0.257 0.61 0.995 0.89 0.164 0.54
ALAT Alpha-1-antitrypsin 0.242 0.61 0.258 0.59 0.103 0.45
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Anexo 3. Tabla de proteinas (5r + Ca)

Tabla A.3. Andlisis diferencial Progenesis QI de proteinas mds y menos adsorbidas en recubrimientos dopados con Sr
y Ca respecto al material base. Las proteinas detectadas con ANOVA p < 0.05 (en amarillo) y una ratio superior a 1.3
(en verde) o inferior a 0.77 (en rojo) se consideraron significativamente diferentes (en negrita).

7M:3T-0.5Sr- 7M:3T-1Sr-
0.5Cavs 7TM:3T 0.5Cavs 7TM:3T
Cédigo Proteina p Ratio p Ratio p Ratio
HBA Hemoglobin subunit alpha ~ 0.008  14.09 0.091 10.82 0.011  13.48
APOF Apolipoprotein F 0.001 10.44 0.002 12.54 0.000 11.01
APOL1 Apolipoprotein L1 0.034 5.46 0.028 8.82 0.013  10.02
Inter-alpha-trypsin
ITIH3 inhibitor heavy chain H3 0.334 1.82 0.157 3.50 0.008 7.53
K2C5 Keratin type I 0236 306 0636 190 0084 7.01
cytoskeletal 5
CO5 Complement C5 0.201 3.71 0.428 2.50 0.088 6.58
CLUS Clusterin 0.000 4.75 0.001 5.48 0.001 6.32
FINC Fibronectin 0.130 2.86 0.287 2.97 0.022 5.47
APOA4 Apolipoprotein A-1V 0.000 5.62 0.019 452 0.001 5.26
co7 Comp'emegtfompone”t 0189 413 0636 211 0127 525
CO4A Complement C4-A 0.000 9.50 0.000 4.77 0.001 5.13
ZPI Protein Z-dependent 405 595 0728 158 0043 508
protease inhibitor
Inter-alpha-trypsin
ITIH1 inhibitor heavy chain H1 0.179 1.57 0.113 1.94 0.003 4.46
KLKB1 Plasma kallikrein 0.612 0.54 0.536 2.20 0.190 3.99
PLTP Phospholipid transfer 156 356 00ga 504 0121 397
protein
RET4 Retinol-binding protein4  0.089 1.84 0.058 2.23 0.044 3.94
Immunoglobulin lambda-
IGLL1 like polypeptide 1 0.013 3.38 0.153 2.79 0.006 3.88
F13B Coagu'a“ocrr‘];?rftor XIMB 5025 443 0071 367 0035 359
Inter-alpha-trypsin
ITIH2 inhibitor heavy chain H2 0.577 1.31 0.317 2.39 0.020 3.46
ANGT Angiotensinogen 0.862 0.88 0.041 2.14 0.028 3.43
cp14  Monocyte differentiation 5o, ga3 5041 593 0046 341
antigen CD14
APMAP Adipocyte plasma 0101 270 0153 271 0050 331

membrane-associated prot
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Immunoglobulin heavy

IGHD 0824 123 0297 305 0108 322
constant delta
PCYOX  Prenylcysteine oxidase 1 0.295 1.87 0.774 0.73 0.059 3.21
HEP2 Heparin cofactor 2 0.094 2.25 0.268 2.54 0.027 3.16
FBLN1 Fibulin-1 0235 187 0180 576 0227  3.09
BLMH Bleomycin hydrolase 0.238 2.31 0.505 1.47 0.113 3.06
APOM Apolipoprotein M 0.095 2.15 0.897 1.20 0.054 2.89
CO4B Complement C4-B 0004 413 0020 351 0016 286
aLs  msulin-like growth factor- 4 yo8 056 0546 159 0046 2,67
binding protein
HABP2 Hyaluronan-binding 0245 364 0394 313 0407 267
protein 2
HRG Histidine-rich glycoprotein ~ 0.033 2.71 0.132 1.89 0.013 2.58
CXCL7 Platelet basic protein 0.890 0.90 0.418 0.35 0.156 2.57
K2C6C Keratin type I 0101 301 0309 269 0235 256
cytoskeletal 6C
K2C78 Keratin type I 0762 071 0620 175 0371 256
cytoskeletal 78
co9 Comp'emegtgcompone”t 0013 190 0087 213 0001 255
K2C4 Keratin type Il 0433 062 0527 184 0204 249
cytoskeletal 4
FETUA  Alpha-2-HS-glycoprotein ~ 0.049 2.87 0.277 2.34 0.054 242
HBD Hemoglobin subunit delta  0.507 1.44  0.842 121 0140 241
APOA1 Apolipoprotein A-I 0004 215 0028 202 0002 239
AACT  Alpha-1-antichymotrypsin ~ 0.061 1.69 0.785 1.24 0.008 2.32
GPX3 Glutathione peroxidase 3~ 0.602 130 0.837 130 0.018 229
CBG Corticosteroid-binding c/7 15, 0774 139 0323 227
globulin
Complement component
CO8A <8 alpha chain 0035 212 0125 233 0033 223
KiHp  Keratin tprael' cuticular 914 116 0920 090 0497 223
IGHM Immunoglobulinheavy 25,197 0672 140 0053 212
constant mu
Tema  Crotein-glutamine gamma- 40 999 292 233 0352 2.09
glutamyltransferase E
SEMG1 Semenogelin-1 0.564 0.81 0.594 1.38 0.453 2.05
Hvcss  Immunoglobulinheavy 415 550 0gos 129 0275 201
variable 3-30-3
Serum
PONL - oxonaeefarylesterase 1 0239 134 0323 169 0030 1.9
FA1l Coagulation factor XI 0.992 1.01 0.932 0.92 0.345 1.98
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VTDB  Vitamin D-binding protein ~ 0.030 2.33 0.184 2.71 0.046 1.97
K220 Keratin type I 0974 099 0915 108 0219 195
cytoskeletal 2 oral
CFAH Complement factor H 0.654 1.11 0.817 1.17 0.072 1.95
porpy  Naceylmuramoyl-lL- o0 g0 G491 101 0219 194
alanine amidase
Hviog ~ 'Mmmunoglobulinheavy g5 103 o541 138 0222 1.92
variable 1-8
CD5L CD5 antigen-like 0146 074 0687 057 0042 191
ANXA2 Annexin A2 0137 262 0199 227 0423 190
C4BPA C4b'b'”d”;%§i;°te'” alpha o539 078 0875 087 0117 187
cogg ~ Complementcomponent 4,4, 478 790 077 0158 1.6
C8 beta chain
AIBG  Alpha-1B-glycoprotein ~ 0.139 ~ 187 0070 258 0151 1.84
ZA2G Zinc-alpha-2-glycoprotein ~ 0.484 1.83 0.375 2.31 0.464 1.78
Inter-alpha-trypsin
ITIHA i ibitor heavy onain H4 0079 134 0478 133 0017 178
HPTR Haptoglobin-related 0704 115 0642 149 0187 178
protein
AMBP Protein AMBP 0474 149 0284 204 0165 177
pros  VitaminK-dependent .43 63 0ga0 088 0120 177
protein S
TSK Tsukushin 0292 189 0955 105 0426 174
CERU Ceruloplasmin 0.162 1.60 0.094 1.87 0.103 1.72
C4BPB C4b'b'”d';?a'i°r:°te'“ beta 195 039 0765 080 0349 171
cogg ~ Complementcomponent q05  ggg 0492 057 0040  1.69
C8 gamma chain
CFAB Complement factor B 0.181 1.83 0.751 1.30 0.256 1.66
PLF4 Platelet factor 4 0538 162 0583 147 0470 166
Keratin type Il
K2E o ocolotal 2 epidermal 0751 089 0941 104 0360 159
C1S Complement Cls 0707 113 0739 115 0169 156
subcomponent
PIGR . Polymeric 0679 072 0734 145 0690 155
immunoglobulin receptor
TEpp  ssuefactorpathway 500 508 ga15 137 0326 155
inhibitor
Ic1 Plasma protease C1 0201 133 0431 146 0101 154
inhibitor
APOH Beta-2-glycoprotein 1 0.495 1.43 0.769 1.29 0.380 1.54
APOB Apolipoprotein B-100 0517 076 0990 099 0224 153
cos ~ Complementcomponent ;o5 404 0119 407 0598 152

C6

325




Anexos

Alpha-1-acid glycoprotein

A1AG2 ) 0115 1.81 0046 228 0200 150
co3 Complement C3 0466 118 0673 121 0123 149
DSG1 Desmoglein-1 0.188 1.63 0.240 1.58 0.252 1.47
A1AG1 A'pha'l'ac'dlg'yc"prote'“ 0283 146 0162 191 0296 145
ANXA1 Annexin Al 0.388 1.80 0.428 2.06 0.588 1.43
APOA Apolipoprotein(a) 0.142 2.03 0.630 1.47 0.447 1.43
GELS Gelsolin 0932 095 0936 094 0481 141
A2AP Alpha-2-antiplasmin 0893 090 0811 122 0640 141
HBB Hemoglobin subunitbeta ~ 0.161 151 0.323 1.52 0.268 1.41
TTHY Transthyretinv26 0589 076 0807 117 0500 1.41
TRFE Serotransferrin 0.157 1.53 0.198 1.92 0.333 1.41
MAspl ~ Mannan-binding lectin 200 g2, 0306 248 0750  1.38
serine protease 1
PLAK Junction plakoglobin 0728 113 0435 141 0437 138
A2MG Alpha-2-macroglobulin 0.921 0.98 0.589 1.16 0.071 1.37
IGHAL  'mmunoglobulinheavy 551, 496 0977 102 0034 135
constant alpha 1
1GJ Immunoglobulin J chain 0.141 0.50 0.650 0.61 0.532 1.33
APOA2 Apolipoprotein A-11 0.441 0.56 0.858 0.87 0.483 1.33
CIR Complement Clr 0568 1.17 0801 119 0363 132
subcomponent
Kvily ~ 'mmunoglobulinkappa o7 g 45 0410 208 0674 1.32
variable 1-17
Kicig  Keratin typelé cytoskeletal ) oee 395 0246 226 0573 131
ALBU Serum albumin 0.037 1.61 0.066 1.72 0.231 1.31
HEMO Hemopexin 0.095 1.61 0.370 1.52 0.316 1.30
K2C1 Keratin type Il 0295 141 0895 090 0634 129
cytoskeletal 1
LUM Lumican 0665 1.25 0614 128 0615 127
PEDF Pigment epithelium- 0160 127 0669 116 0144 127
derived factor
HPT Haptoglobin 0.510 1.41 0.099 1.93 0.372 1.26
CPN2 Carboxypeptidase N 5500 115 004 237 0376 126
subunit 2
AFAM Afamin 0463 161 008 335 0729 126
Tgmy  Frotein-gluamine gamma- e, 193 0080 023 0675 124

glutamyltransferase K
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PIP Prolactin-inducible protein ~ 0.070 2.13 0.060 2.02 0.510 1.21
IgHG2 ~ 'Mmunoglobulinheavy gy 444 0gog 105 0452 1.7
constant gamma 2
Kiclo feerain bree | cytoskeletal  sag 114 0750 089 0519 116
SPB12 Serpin B12 0163 036 0988 099 0787 115
Hyssy  !mmunoglobulinheavy oo ggg  0gs5s 086 0787  1.10
variable 5-51
CASPE Caspase-14 0214 047 0170 211 0883 1.08
DESP Desmoplakin 0.786 0.85 0.627 1.53 0.867 1.07
CFAI Complement factor | 0.296 1.14 0.821 0.96 0.741 1.07
K2CT71 Keratin type Il 0863 093 0571 058 0899 105
cytoskeletal 71
Complement factor H-
FHR?2 Folated protein 2 0782 085 0628 135 0924 1.05
IGHGa ~ 'Mmunoglobulinheavy 4,05 448 0293 154 0945  1.02
constant gamma 4
CRP C-reactive protein 0.220 0.49 0.223 0.28 0.984 1.01
MAspp ~ Mannan-binding lectin 500 150 gge9 120 1.000  1.00
serine protease 2
Lvia7  mmunoglobulinlambda 4 655 109 0298 192 1000  1.00
variable 1-47
CATA Catalase 1000 100 1000 1.00 1.000 100
SAA2 Serum amyloid A-2 1000 100 0322 070 1000  1.00
protein
PF4V Platelet factor 4 variant 1.000 1.00 1.000 1.00 1.000 1.00
pHLD  Fhosphatidylinositol- 500 507 901 238 1000 1.00
glycan-specific phpase D
DSC1 Desmocollin-1 1000 100 1000 1.00 1.000 100
Kvpao ~ 'mmunoglobulinkappa 4407 o5 0780 080 0990  0.99
variable 2D-40
ENOA Alpha-enolase 0840 089 0730 082 0988 099
KAIN Kallistatin 0291 048 0911 107 0908 096
ALAT Alpha-1-antitrypsin 0.863 093 0784 122 0904 095
Kicie ~fceratin typelé cytoskeletal 73 535 0670 064 0916  0.94
C10B Complement C1q 0407 076 0611 068 0756 091
subcomponent subunit B
PSMDL ZoSproeasomenon- o5 455 0400 172 0871 0.89
ATPase regulatory sub 1
kvpgz ~ 'mmunoglobulinkappa 4550 049 0915 106 0751 0.88
variable 1D-33
IgHgs  'Mmunoglobulinheavy ¢ oy 095 0283 036 0717  0.86
constant gamma 3
Kvso  'mmunoglobulinkappa .9, g74 o565 077 0461 081

variable 3-20
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Carbamoyl-phosphate

CPSM synthase [ammonia] 0.573 0.58 0.900 1.13 0.822 0.80
mitochondrial
IGKC Immunoglobulinkappa o, 068 0359 077 0249 080
constant
LG3BP  Galectin-3-binding protein ~ 0.063 0.36 0.224 0.22 0.626 0.80
ACTB Actin cytoplasmic 1 0045 041 0341 068 0805 0.79
FHRs ~ complementfactorH- 000 a7 053 067 0758 079
related protein 5
Kvigy ~ 'mmunoglobulinkappa o o76  ggo o556 048 0784 0.78
variable 1-27
PLMN Plasminogen 0.077 0.52 0.359 0.55 0.410 0.77
IGHG1 ~ 'mmunoglobulinheavy o nss  g5g 253 063 0353 0.77
constant gamma 1
THRB Prothrombin 0.020 0.56 0.234 0.65 0.312 0.77
Kici4  Keratin typell'l cytoskeletal 59, g0 0280 029 0513 076
APOC4 Apolipoprotein C-1V 0428 058 0724 062 0818 0.76
PKP1 Plakophilin-1 0005 042 0030 022 0180 075
PCOC1 Procollagen C- 0649 073 0285 042 0650 073
endopeptidase enhancer 1
Kicg  Keratin typeg' cytoskeletal 5736 117 0676 088 0517 071
FIBB Fibrinogen beta chain 0.150 0.53 0.300 1.81 0.430 0.70
FCN2 Ficolin-2 0123 040 0984 099 0315 066
Kiciy  Keratin typel; cytoskeletal  eec 131 0678 071 0444  0.66
APOE Apolipoprotein E 0.211 0.74 0.615 0.77 0.185 0.65
Hvilg ~ 'mmunoglobulinheavy .00 550 0266 038 0168 0.64
variable 1-18
IPSP Plasma serine protease 50/ 055 0416 048 0437 0,63
inhibitor
FA5 Coagulation factor V 0.906 0.95 0.779 1.15 0.444 0.62
COMP Cartilage oligomeric 0477 078 0289 049 0261 061
matrix proteln
Immunoglobulin lambda-
IGLL5 ke polypeptide 5 0022 041 0108 051 0057 061
IGHA2 ~ Immunoglobulinheavy g eg) 521 0350 147 0498 0.58
constant alpha 2
Immunoglobulin lambda
IGLC6 Conetant 6 0014 051 0107 060 0022 057
S10A7 Protein S100-A7 0935 105 0668 150 0475 056
co2 Complement C2 0172 399 0496 033 0543 054
KCRM Creatine kinase M-type 0.112 0.36 0.202 0.33 0.269 0.52
FA12 Coagulation factor XII 0.115 0.17 0.283 0.27 0.413 0.50
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Keratin type Il

K2C1B Syteskelomn 1b 0036 016 0346 037 0214 049

HSPB1  Heat shock protein beta-1 ~ 0.167 0.37 0.581 0.58 0.328 0.49

KNG1 Kininogen-1 0565 082 0369 045 0283 048
Glyceraldehyde-3-

G rospiate detyorogenase 0016 033 0296 030 0205 046

Kvios  'mmunoglobulinkappa 5011 535 0118 035 0020 0.38
variable 1-6
SAAL Serum amyloid A-1 0228 048 0032 034 0065 038
protein
CBPB2  Carboxypeptidase B2~ 0.304 030 0197 023 0357 037
VTNC Vitronectin 0006 033 0047 032 0006 036
Insulin-like growth factor-

IBP4 i it 0002 018 0048 048 0013 035
ANT3 Antithrombin-111 0000 023 0004 027 0001 031
FABP5  ratty ac'd'b'gd'”g Protein 5940 089 0336 024 0302 024

FA9 Coagulation factor 1X 0.258 028 0062 019 0.032 0.17
S10A9 Protein S100-A9 0016 003 0019 003 0261 0.10
PRG4 Proteoglycan 4 0003 013 0013 008 0008 0.0

FA10 Coagulation factor X 0.004 0.08 0.001 0.04 0.003 0.09
PROC Vitamin K-dependent 5 50, 901 0004 002 0000 0.02

protein C
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Anexo 4. Listado de abreviaturas

ALP

BIC

BMP

ECM

EDX
ELISA
FBGC
FGF
FTIR/ATR

GPTMS
HA
ICP-AES
IGF

IM

LC
MAC
MALDI
MC3T3-E1
MS
MTMOS
oD
PCR
PDGF
PE

PI
PMMA
PMN
PTFE
PTH

Fosfatasa alcalina

Hueso en contacto

Proteinas morfogenéticas 6seas

Matriz extracelular

Espectroscopia por energia dispersiva de Rayos X

Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas

Células gigantes de cuerpo extrafio

Factor de crecimiento de fibroblastos

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con
Reflectancia Total Atenuada

3-Glicidoxipropiltrimetoxisilano

Hidroxiapatita

Espectroscopia de emision con plasma acoplado inductivamente

Factor de crecimiento similar a la insulina

Via intramuscular

Cromatografia liquida

Complejo de atague a membrana
Desorcion/ionizacion mediante laser asistida por matriz
Linea celular de osteoblastos de raton de laboratorio
Espectrometria de masas

Metiltrimetoxisilano

Densidad Optica

Reaccién en Cadena de la Polimerasa

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Polietileno

Punto isoeléctrico

Polimetilmetacrilato

Leucocitos polimorfonucleares
Politetrafluoroetileno

Hormona paratiroidea
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RAW 264.7
RFGD
RMN
SC
SEM
TEOS
TF
TNF-a
TGF-B
TOF
tPA
uPA
VEGF
VTES
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Linea celular de macrofagos de ratén murino
Descarga luminiscente de radiofrecuencia
Resonancia Magnética Nuclear

Via subcutanea

Microscopia Electrénica de Barrido
Tetraetoxisilano

Factores tisulares

Factor de necrosis tumoral alfa

Factor de crecimiento transformante beta
Tiempo de vuelo

Activador tisular del plasmindgeno
Activador del plasmindgeno tipo uroquinasa
Factor de crecimiento endotelial vascular

Viniltrietoxisilano









