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Resum

Els implants dentals s6n ampliament utilitzats per a la substitucié de peces dentals perdudes. Tot i la
seva elevada taxa d’exit, es produeixen fallades en un 5-10% dels implants col-locats. Per evitar les
fallades per infeccid cal evitar I’adhesi6 bacteriana inicial, fita que es pot assolir amb els recobriments
antiadherents. En aquest estudi es realitza la comparativa de tres métodes diferents per I’obtencié de
recobriments de poli(etilenglicol) (PEG) sobre titani per aplicacions en implants dentals. Els métodes
estudiats han estat la polimeritzacié per plasma, I’electrodeposicid i la silanitzacié. Els tres métodes
permeten obtenir un recobriment de PEG a la superficie del titani, amb composicié quimica semblant i
una reduccié de I’adhesi6 bacteriana. L’adhesi6 cel-lular no es veu significativament afectada en cap
dels casos.

Paraules clau: Poli(etilenglicol), implants dentals, recobriments antiadherents, polimeritzacié per
plasma.

Abstract

Dental implants are widely used for the replacement of teeth. Despite their high success rate, they fail
in 5-10% of the cases. To avoid the failures caused by infection is important to avoid the initial
bacterial adhesion, and this can be done with the antifouling coatings. In this study, a comparison
between different deposition methods of poly(ethylene glycol) (PEG) on titanium has been done.
Studied methods were plasma polymerization, electrodeposition and silanization. All the methods
provided a PEG coating on the titanium surface, with similar composition. They showed a reduction on
the bacterial adhesion while the cell adhesion was not modified.
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1. Introduccié

Tot i que els implants dentals tenen la major taxa d’éxit dins dels implants de titani, es
produeixen fallades en 5-10% dels implants col-locats. D’entre les causes de la fallada, es pot
destacar la infeccio amb una prevalenga de fins un 28% dels casos [1-3].

La infeccio en implants dentals ve provocada per I’adhesié bacteriana, amb la subsequent
formacié d’un biofilm, és a dir, un conjunt de bacteris continguts en una matriu extracel-lular
produida pels mateixos bacteris. La formacio del biofilm protegeix els bacteris tan de la resposta
immune de I’hoste com de I’Us d’antibiotics. Per aix0, una de les principals estratégies en el camp
dels recobriments antibacterians és I’Us de recobriments que evitin I’adhesié bacteriana inicial.

El poli(etilenglicol) és un polimer amb capacitat antiadherent, que no és toxic i no provoca
reaccions adverses en I’hoste. Les cadenes polimeriques de PEG eviten I’adsorcio de proteines
mitjancant dos mecanismes diferents: la repulsié esterica provocada per la compressio de les
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cadenes i actuant com a barrera creada per I’aigua associada al PEG. Per aix0, s’ha utilitzat com a
recobriment en diferents tipus d’implants, com ara cateters o protesis ortopediques [4-7].

D’entre els métodes per I’obtencié de recobriments de PEG, podem destacar els recobriments
obtinguts per fisisorcié 1, per enllag covalent amb un dels terminals del PEG [10,11] o per
polimeritzacié per plasma [12,13].

En aquest estudi comparem tres metodes d’obtencié de recobriments de PEG, la polimeritzacid
per plasma, que consisteix en sotmetre les mostres a un plasma amb la presencia d’un precursor
del PEG, la silanitzacio, que consisteix en fer reaccionar el terminal hidroxil del PEG amb
tetraclorur de silici per enllacar-lo posteriorment amb el titani, i I’electrodeposicid, que consisteix
en enllacar el terminal amino del PEG amb la superficie del titani col-locant el titani com a
catode d’una cel-la electrolitica amb el PEG dissolt. La comparacio es porta a terme tenint en
compte I’adhesio6 bacteriana i cel-lular i les propietats fisiques dels recobriments.

2. Materials i metodes
2.1. Materials i reactius

Per a tots els estudis s’ha utilitzat titani comercialment pur de grau 2, que s’ha obtingut en forma
de barra i s’ha tallat per tal d’obtenir discs de 10mm de diametre i 2mm de gruix. La superficie
dels discs s’ha desbastat amb paper de desbast de carbur de silici (P600, P800, P1200 and P2500,
Buehler, USA) i s’ha polit amb una suspensio de silice col-loidal (mida de particula de 0.05 pm,
Buehler, USA). Posteriorment, les mostres s’han netejat amb una sequéncia de dissolvents
organics: tolue, isopropanol, aigua, etanol i acetona en un bany d’ultrassons durant 15 min per
cada dissolvent. Les mostres polides i netes fins a aquest punt han estat utilitzades com a control
en tots els assajos (Ti).

Per I’obtencié dels diferents recobriments s’ha utilitzat tetra(etilenglicol) dimetil eéter
(tetraglyme), bis(3-aminopropil)-poli(etilenglicol) (Mn=1500), poli(etilenglicol) (Mn=1000),
trimetilamina, tetraclorur de silici i tolue (99.8%). Tots els reactius s’han obtingut de Sigma-
Aldrich (USA).

2.2. Metodes de recobriment i caracteritzacio

Com a tractament previ al recobriment amb PEG s’ha realitzat una activacioé per plasma amb argd
de 5min, a una pressio de 0.40mbar i a una potencia de 100W amb un reactor comercial de radio
freqiiencia (13.56MHz) (Diener Femto, Diener, Alemanya).

Per a la polimeritzacié per plasma s’ha utilitzat el tetraglyme com a precursor i I’argé com a gas
portador. S’ha efectuat un tractament per polsos (ton=10us, tor=10ms) durant 1h a una poténcia
maxima de 100W. Les mostres polimeritzades per plasma tindran el codi Plasma.

Per a I’electrodeposicié s’ha utilitzat una dissolucié al 2% en massa de bis(3-aminopropil)-
poli(etilenglicol) i 0,3M de clorur de sodi en aigua. El procés s’ha portat a terme en una cel-la
electrolitica connectada a un potenciostat (Princeton Applied Research, Parstat 2273) amb la
mostra de titani activada per plasma com a catode, un eléctrode de referéncia de calomelans i un
contra-electrode de plati. El tractament consta d’una rampa de potencial a una velocitat de 0,1V/s
fins a 5V. El potencial de 5V s’ha mantingut constant durant 5min. Les mostres obtingudes per
electrodeposicio tindran el codi Electrodepositada.

Per a la silanitzacié s’ha preparat una dissolucié de poli(etilenglicol) al 0.98% en massa en tolué
anhidre(99.8%, Sigma Aldrich, USA). Es fa reaccionar, en atmosfera inert (arg6), amb 136ul de
trimetilamina durant 1h i posteriorment amb 20ul de tetraclorur de silici durant 5min. Un cop
preparat el PEG silanitzat, es fa la immersié de les mostres de titani activades per plasma durant
2h. Les mostres silanitzades tindran el codi Silanitzada.

La mullabilitat superficial s’ha determinat mitjancant el metode de gota séssil amb I’equip
OCA15 (Dataphysics instrument Company, Germany) amb aigua ultrapura MilliQ (Millipore



Corporation). S’ha utilitzat una gota de 2ul depositada a una velocitat de 1ul/s. Les fotografies de
la gota s’han analitzat amb el software SCA20 (Dataphysics Instrument Company, Alemanya).
S’han pres tres mesures de I’angle de contacte per cada condici6 estudiada.

L’analisi per XPS s’ha efectuat en una cambra d’ultra-alt buit (5.0-10°mbar) amb un anode
XR50 Mg operant a 150W i un detector Phoibos 150 MCD-9 (D8 advance, SPECS Surface Nano
Analysis GmbH, Germany). Els espectres s’han analitzat a una energia de pas de 25eV amb un
espaiat de 1.0eV per als espectres generals i de 0.1eV per als espectres d’alta resolucié. S’han
enregistrat els nivells energétics del C 1s, O 1s, Si 2p, Cl 2p, N 1s i Ti 2p. El pic del C 1s s’ha
utilitzat com a referéncia. Per tal de determinar la composici6 elemental s’ha utilitzat el software
CasaXPS (Casa Software Ldt, UK) aplicant el valor prederminat dels factors de sensibilitat
relatius.

S’han dut a terme assajos d’adhesio bacteriana amb dues soques bacterianes presents a la flora
bucal: Streptococcus sanguinis (S. sanguinis CECT 480, Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT), Valencia, Spain) and Lactobacillus salivarius (L. salivarius CCUG 17826, Culture
Collection University of Goteborg (CCUG), Goteborg, Sweden). S’ha utilitzat Todd-Hewitt (TH)
broth (Scharlab SL, Spain) com a medi de cultiu per als S. sanguinis i MRS broth (Scharlab SL,
Spain) com a medi de cultiu per als L. salivarius. Els cultius s’han incubat durant 16h abans de
cada assaig, i s’ha ajustat la densitat optica de cada suspensié a una absorbancia de 0.2 + 0.01 a
600 nm, per donar aproximadament 1-108 unitats formadores de colonies per ml (CFU)/ml. Es fa
una immersio de les mostres en 1ml de la suspensio de bacteris durant 2h a 37°C. Passat aquest
temps, es fan dos rentats amb PBS (Gibco, UK). Per tal de desenganxar els bacteris de les
mostres aquestes s’agiten amb el vortex durant 5min en 1ml de PBS. Els bacteris obtinguts es
sembren utilitzant dilucions seriades en plaques de medi de cultiu amb agar, i s’incuben entre 24-
48h a 37°C. Finalment, es compten les colonies formades. Per cada assaig s’utilitzen tres mostres
de cada condicio.

Els assajos d’adhesié cel-lular s’han realitzat amb fibroblasts humans (human Foreskin
Fibroblasts, hFFs, Merck Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Les mostres s’han
esterilitzat per immersié en etanol al 70%. Posteriorment, s’han sembrat 2-10* cél-lules per
mostra i s’han incubat durant 6h a 37°C. Passat el temps d’incubacid, s’han lisat les cel-lules amb
mammalian extraction protein reagent (mPER, Thermo Scientific, USA) i s’ha analitzat el
nombre de cel-lules a partir de la quantificacio de I’enzim lactat deshidrogenasa (LDH) amb un
kit de deteccid de citotoxicitat (Thermo Scientific, USA).

Per a I’observacio de les cel-lules adherides amb SEM s’han fixat amb una soluci6 al 4% de
paraformaldehid en PBS, i s’ha efectuat una seqliencia de deshidratacio per immersio de les
mostres en solucions d’etanol al 50%, 70%, 90%, 96% i 100% (v/v) durant 15 min cada solucié.
Com a etapa final, s’ha efectuat una immersié de les mostres en hexametildisiloxa (HMDS) i
s’han recobert amb carboni.

3. Resultats

Les mostres recobertes amb PEG mostren una disminucié en I’angle de contacte (Figura 1),
indicant la presencia d’un recobriment hidrofilic. Tot i que I’angle de contacte és lleugerament
inferior que els valors trobats a la literatura [7,14-17], es pot relacionar aquest augment de la
mullabilitat amb la presencia d’un recobriment de PEG. La caracteritzacio quimica del
recobriment mitjancant XPS mostra un augment de la relacié C/Ti en les mostres recobertes
respecte a les mostres sense recobrir (Figura 2). L’ increment del contigut atomic ve donat per dos
motius. Per una banda, pel fet que I’XPS és una tecnica superficial capa¢ de detectar els primers
nanometres de gruix. Aquest fet comporta una atenuacié de la senyal del titani quan hi ha un
recobriment. Per altra banda, depositar un recobriment poliméric augmenta la preséncia de
carboni a la superficie [18,6,19,20].



Ti Plasma Silanitzat Electrodepositat

Figura 1. Angle de contacte de les condicions estudiades. La presencia dels recobriment provoca un augment de la
mullabilitat

A partir de la deconvolucio del pic de C 1s (figura 3) es poden observar els principals
components presents al PEG: enllag C-H o C-C a 285eV, enlla¢ éter C-O a 286.5eV, i enllagos
carbonil (C=0) i carboxil (O=C-O) a 288eV. El pic eter (286.5eV) es considera el pic
caracteristic del PEG. Aquest pic és majoritari en les mostres obtingudes per polimeritzacié per
plasma, mentre que és menor per les mostres electrodepositades i silanitzades. Aquest fet es pot
justificar per un major entrecreuament el polimer obtingut per polimeritzacié per plasma, fet que
redueix la presencia d’enllacos C-C [21-23].
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Figura 2. Relacié C/Ti (en %atomic) de les diferents mostres estudiades. La presencia del recobriment polimeéric
provoca un augment del carboni respecte al tita
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Figura 3. Deconvoluci6 del pic C1s de Plasma (a), Electrodepositada (b) i Silanitzada (c). El pic a 285eV indica la
preséncia d’enllagos hidrocarboni (C-C, C-H), el pic a 286.5eV indica la preséncia d’enllacos éter (C-O) i el pic a
288eV indica la preséncia d’espécies oxidades d’oxigen enllagades al carboni (C=0, O-C=0).



En quant als assajos d’adhesid bacteriana (figura 4), s’observa una menor adhesio en les mostres
recobertes amb PEG respecte al control amb les dues soques bacterianes estudiades. Aquesta
disminucio és més accentuada pels recobriments obtinguts per electrodeposicio i silanitzacio.
Aquest fet es pot explicar per una major quantitat de molécules polimériques depositades o per
una llargada de cadena major, fet que faria augmentar el caracter antiadherent del recobriment
[24-26].
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Figura 4. Adhesio bacteriana de les mostres amb S. sanguinis (a) i L. salivarius (b). Les barres amb el mateix simbol
no presenten diferéncies estadisticament significatives

L’adhesio cel-lular és lleugerament menor en el cas de les mostres tractades, tot i que les
diferéncies no son estadisticament significatives (Figura 5). Si es té en compte la morfologia de
les cel-lules adherides, no s’observen diferéncies entre la mostra control i les recobertes (Figura
6). Aquest fet permet I’Us del recobriment en aplicacions com implants dentals, ja que provoquen
una disminucio de I’adhesid bacteriana sense alterar I’adhesio ni la morfologia cel-lular [27-29].
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Figura 5. Adhesi6 cel-lular (hFFs) en les mostres estudiades. Les diferéncies entre les mostres no sén
estadisticament significatives.
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Figura 6. Adhesio de fibroblasts en la mostra de Ti

4. Conclusions

S’han obtingut recobriments de PEG mitjancant tres métodes diferents, la polimeritzacio per
plasma, I’electrodeposicio i la silanitzacié. La preséncia del recobriment queda demostrada a
partir dels valors d’angle de contacte i de XPS. L’adhesi6 bacteriana es menor en tots els casos,
tot i que els valors minims corresponen a les mostres electrodepositada i silanitzada. L’adhesio i
la morfologia cel-lular no es veuen afectades, de manera que els recobriments poden ser utilitzats
per aplicacions en implants dentals.
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