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RESUM

Tot i que actualment els implants dentals de titani tenen un baix percentatge de
fallada, encara hi ha diverses causes que poden provocar dificultats. Dues de les
causes més rellevants i comunes sén la baixa velocitat d'osteointegracié i la
creacié de film bacteria a la superficie de I'implant.

Per tal de millorar aquestes dificultats s’'ha demostrat que diferents péeptids com
I'/RGD, sén capacos de millorar l'osteointegracio i altres com la hLf1-11 reduir
I'adhesié bacteriana. Fins a la data, aquestes dificultats s’han tractat de forma
separada. Actualment, pero, hi ha diverses investigacions que estudien poder
combinar aquestes dues estratégies per poder resoldre els problemes de forma
simultania. Una d’aquestes estrategies és |I'adhesié sobre la superficie de titani
d’una plataforma dual que contingui els peptids que realitzen la funcié desitjada.

En el aquest projecte es vol, mitjancant diverses caracteritzacions fisiques,
quimiques i biologiques de la superficie del titani, demostrar la funcionalitat
d’una plataforma dual amb els péptids RGD i hLf1-11.

RESUMEN

A pesar de que actualmente los implantes de titanio tienen un porcentaje de
fallida muy bajo, existen diferentes causas que pueden provocarla. Dos de estas
causas son la baja velocidad de osteointegracién y la creacion de un biofilm
bacteriano sobre la superficie de dicho implante.

Con el objetivo de mejorar estas dos dificultades, se ha demostrado que
diferentes péptidos, tales como el RGD, tienen la capacidad de mejorar la
velocidad de osteointegracién y otros como la hLfl-11 de reducir la adhesion
bacteriana. Hasta la fecha, estos problemas se han tratado de forma separada.
En la actualidad, pero, hay varias investigaciones que estudian poder combinar
estas dos estrategias para poder resolver estos problemas de forma simultanea.
Una de estas estrategias consiste en la adhesién de una plataforma dual con dos
péptidos encima de la superficie de titanio.

El objetivo de este proyecto es demostrar, mediante diferentes pruebas fisicas,
quimicas y bioldgicas de la superficie, que esta plataforma con los péptidos RGD
y hLf1-11 es funcional.
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ABSTRACT

Dental implants currently have a very low percentage of failure. Despite this,
there are many factors which can provoke such failure. The low velocity of
osseointegration and the creation of a bacterial biofilm in the surface of this
implant are two of these causes.

To overcome these difficulties it has been proved that different peptides like RGD
are able to improve osseointegration and others like hLf1-11 are able to reduce
bacterial adhesion. Until now, these problems have been investigated separately.
Nowadays, but, there are current investigations which are studying how to
simoultaneusly overcome both problems combining these two strategies. One of
these strategies is the adhesion on the titanium surface of a dual platform with
both peptides which do the required function.

The aim of this project is to prove, going through different physical, chemical and
biological characterizations of the titanium surface, the correct functionality of a
dual platform with the peptides RGD and Lhf1-11.
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CAPITOL 1:
OBJECTIUS

L'objectiu del projecte és la funcionalitzacié i la demostracié de la viabilitat d’'una
superficie de titani amb una plataforma dual amb dos péptids, el RGD i la
seqliencia de la lactoferrina 1-11, per tal de millorar simultaniament el procés
d’osteointegracié i reduir I'adhesié bacteriana d’'un implant dental. Per assolir
aquest objectiu, haurem de:

- Tractar les superficies de titani, per poder realitzar i obtenir mostres
control dels passos mes rellevants.

- Funcionalitzar la superficie de titani amb el péptid RGD i el péptid de la
Lactoferrina per separat i com a plataforma.

- Comparar els resultats obtinguts entre les mostres control de cada procés,
les mostres funcionalitzades amb el peptid RGD, el peptid hLfi-11 i la
plataforma dual.

- Realitzar assaigs cel-lulars i bacterians amb la finalitat de demostrar la
funcionalitat de la plataforma.
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CAPITOL 2:
ESTAT DE L’ART

Actualment els implants dentals i protesis ortopédiques sén, majoritariament,
fets de titani o aliatges d’aquest material. Aix0 succeeix perqué el titani és un
element biocompatible, és a dir, que els teixits del cos huma no presenten
reaccions malignes o al-lérgiques quan entren en contacte amb aquest material.
Aquest fet succeeix pel fet que el titani és un material que s’oxida rapid, creant
una capa d’'oxid de titani molt estable i inert, que impedeix l'alliberacié d’ions i
gue provoca que aquests ions no entrin en contacte amb les molécules del cos. A
més a més, el titani té una duresa, una lleugeresa i una resistéencia mecanica
adient, i que fan que sigui un material ideal per a poder ser usat com a protesis
ja que permet suportar unes carregues elevades.

Els implants dentals tenen dos problemes. El primer és la baixa velocitat
d’osteointegracié. Es a dir, la baixa velocitat en qué s’adhereixen i creixen les
cel-lules oOssies per tal de fixar I'implant. El segon, és el film bacteria que es
forma al voltant de I'implant abans o durant del procés d’osteointegracié. Aquest
film provoca una perdua de fixacié i afecta I'estabilitat de I'implant augmentant la
probabilitat de fallida.

Per tal d’entendre més bé que comporten aquests problemes, tant per I'implant
com per al pacient i que signifiquen, aprofundirem més en aquests punts.

2.1. Implants dentals

Un implant és un dispositiu medic amb la funcié de reemplacar alguna estructura
biologica faltant o danyada o millorar una estructura bioldgica existent. La
superficie d’aquest implant interacciona amb els teixits corporals, i per tant
necessita ser d’'un material que sigui biocompatible. Alguns exemples de
materials biocompatibles sén el titani, la silicona o I'apatita.
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Un implant dental és un dispositiu médic, generalment de titani i amb forma
roscada que es col-loca a la geniva i en contacte amb I'os amb la finalitat de
substituir I'arrel de la dent, i aixi donar suport a les futures dents artificials que
aniran col-locades sobre aquest cargol.

Figura 1. Relaci6 entre I'arrel de la dent i I'implant dental

Hi ha dues classes d’'implants dentals principals: els juxtaossis i els endoossis.

Els juxtaossis sén aquells que no penetren I'os. Sén introduits sota la mucosa i es
troben en contacte amb la mandibula o la mucosa. Sén majoritariament de
crom-cobalt-molibdé i recoberts de ceramica o carboni.

Per altre banda els endoossis sén aquells que penetren l'espessor de l'os.
Aqguests implants son generalment fets de metalls, encara que també poden ser
d’altres elements com ceramics o materials organics o semi-organics.

En el nostre projecte s’intentaran simular el comportament d’un implant
endoossi.

Els implants dentals endoosis tenen diversss tipos de morfologia. Els més
habituals sén els implants roscats. Es a dir un cilindre roscat, amb una forma
similar a la d'un cargol. D’aquesta manera la rosca aconsegueix augmentar la
superficie de contacte entre I'implant i I'os. Un altre classe d’implant endoosi
molt utilitzat és el de lamina, el qual permet el creixament de I'os a través de
I'implant. S’utilitzen en casos on es vulgui col-locar un implant dental, pero I'os
sigui massa poc ample per col-locar-hi un implant cilindric.

Figura 2. Implant dental roscat
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Els implants dentals, generalment, son fets de titani. No obstant, hi ha altre
metalls que també sén valids, com el tantal o la zirconia. A part dels metalls
purs, els aliatges també sén un material molt freqient en la implantologia
dental. L'aleatge crom-cobalt i I'acer inoxidable son els mes utilitzats. Aquests
segons poden ser un aliatge de ferro-crom-carboni o un aliatge de crom-niquel-
ferro. No obstant, la majoria d’aquests materials presenten desavantatges en
respecte el titani o en els processos de fabricacio.

Cal remarcar que les ceramiques i inclis alguns polimers, com el polietile o el
metacrilat, també poden ser usats, tot i que actualment practicament ja no
s‘utilitzen degut a que pateixen degradacié en cas de les ceramiques i
depolimeritzacié en cas dels polimers.

2.2. Titani

El titani és un element quimic amb el niumero atomic 22 de color gris platejat.
Les caracteristiques del titani, el fan un dels metalls més utilitzats en diverses
aplicacions. El titani és un metall inert, ja que forma una capa d’oxid que és
indissoluble, i per tant impedeix que s’alliberin ions que entren en contacte amb
les molécules organlques del cos. A més, el titani permet que l'os creixi i
s’enganxi al seu voltant. Es a dir, és propici a la osteointegracié. Es per aixo que
s’utilitza el titani en aplicacions mediques.

El titani, a part de la seva biocompatibilitat és un material ideal per ser utilitzat
per els implants dentals ja que té una alta estabilitat quimica. A més, la seva
duresa permet suportar carregues elevades que es formen al mastegar i té un
modul elastic semblant al de I'os. A més el titani té una gran resistencia a la
corrosié6 i és hidrofilic. A continuacid presentem algunes propietats més
especifiques del titani.

2.2.1. Caracteristiques fisiques

El titani té una densitat de 4507 kg/m?>. Per fer-nos una idea aproximada, podem
comparar aquesta densitat amb la d’altres metalls més coneguts o utilitzats en
I’ambit quotidia; amb la del plom (11340 kg/m?®), amb la de I'or (19320 kg/m?3),
amb la del ferro (7870 kg/m?®) o amb la de l'alumini (2700 kg/m?). Podem
observar com la densitat del titani es relativament baixa, un cop comparada amb
la densitat d’altres metalls.

De la mateixa manera, el titani és un element amb un alt punt de fusio
(1.675°C). Ho podem veure si ho comparem amb els metalls amb els quals hi
hem comparat la seva densitat. El ferro (1.538°C), l'or (1.064°C), el plom
(327°C) i I'alumini (660°C). Es pot observar com tot i tenir la densitat menys
elevada té el punt de fusido mes elevat.

Cal destacar que el titani és un metall que posseeix una baixa capacitat termica i
electrica.

A més, el titani és una material del qual se’'n poden formar aliatges amb altres
metalls per tal de millorar les seves propietats mecaniques.

-10 -
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2.2.2. Caracteristiques mecaniques

El titani té unes propietats mecaniques adients per a ser tractat. Es un material
mal-leable, ductil i dur. A més té una gran tenacitat, és molt resistent a la traccio
i permet, tant tractaments superficials com termoquimics.

Tot i aquestes propietats més generals, hi ha diversos graus de titani que tenen
diferents caracteristiques en funcié de la seva puresa. No obstant, el titani que
s’utilitza majoritariament és el de grau 2, o comercialment pur. Aquest grau de
titani presenta les caracteristiques seglents:

Taula 1. Caracteristiques mecaniques del titani de grau 2 o
comercialment pur (c.p.) segons la norma ISO 5832-2.

Resistencia a la traccid 345 MPa
Limit elastic 275 MPa
Ductilitat 20%
Duresa 82 HRB
Resistencia electrica 0,56 uQm

2.2.3. Caracteristiques quimiques

El titani pateix passivacié. Es a dir, a I’entrar en contacte amb I'ambient, s’oxida
tot creant una capa d’oxid de titani que fa que el titani obtingui una elevada
estabilitat i una elevada resisténcia a la corrosid. Aquesta capa d’oxid fa que el
titani sigui un material biocompatible.

TiDg
Ti

Figura 3. Passivacio del titani

Degut a aquesta capa, el titani no interacciona amb els teixits del cos huma i fa
que el titani sigui inert, no toxic i sigui compatible amb els teixits del cos huma.
Aguesta biocompatibilitat que presenta el titani, és un dels motius principals pels
quals aquest material és tan usat en el camp de la implantologia.

2.2.4. Limitacions

Tot i que el titani és biocompatible i amb unes caracteristiques adients per a ser
utilitzat en implantologia, aquest material també té certes limitacions. Tal i com
s’ha exposat amb anterioritat, aquest biomaterial és inert, fet que implica que no
interaccioni amb els teixits del cos huma i no pugui crear enllagos entre I'implant
i el teixit circumdant fet que provoca que no interaccioni amb |'0s. Aquest fet
provoca que la velocitat de regeneracié de I'6s a sobre de l'implant sigui lenta.

-11 -



Ferran Velasco Mallorqui

Un altre dels problemes que poden patir els implants dentals de titani és la
creacié d’'un biofilm bacteria. Aquest biofilm es crea a la superficie de contacte
entre lI'implant i la geniva, fent que aquest implant pugui patir fallida.

Aqguestes dos limitacions del titani, sén les que es tractaran de resoldre en
aquest projecte i que a continuacié s’explicaran més detalladament.

2.3. Osteointegracio

2.3.1. Fonaments de I'osteointegracio

L'osteointegracié és la connexié ferma, estable i duradora entre un implant
subjecte a carrega i I'os que l'envolta (Branemarck, 1983). Quan un implant
s’insereix a l'os, es crea la interfase os-implant, una zona d’unié entra la
superficie del biomaterial de I'implant i I’os circumdant. La cicatritzacié d’aquesta
interfase, o altrament dit, el procés d’osteointegracid, depén principalment de les
condicions biologiques de |'os, de les caracteristiques del disseny de l'implant, del
sistema del pacient, de la distribucié de carregues entre I'os i I'implant, de la
resposta immunitaria del pacient, el procediment d’insercié i de les
caracteristiques fisioldgiques de I'0os receptor entre moltes altres *.

L'os es caracteritza per 4 components microestructurals:

e Les cel-lules Ossies: els osteoblasts, responsables de la formacio del teixit
ossi; els osteocits, osteoblasts madurs envoltats de matriu mineralitzada; i
els osteoclasts, cel-lules encarregades de la reabsorcié de l'os.

e La matriu organica: representa el 35% del pes sec de I'os. El col-lagen és
el seu principal component (90%). El 10% restant correspon a proteines
no col-lagéniques com per exemple les glicoproteines.

e La matriu inorganica: Es el component mineralitzat i correspon al 60-65%
del pes en sec de l'os. En aquesta matriu hi podem trobar el calci, el
magnesi, el fosfor, el sodi...

e Els factors solubles de senyal: Aquests factors corresponen a les proteines
morfogeniques (BMP)

Com que l'os es troba en una dinamica constant de creixement, deposicio i
resorcid, permet que despres d’una lesid, com podria ser la insercié d’'un implant,
aquest es pugui regenerar o cicatritzar i pugui recuperar les seves propietats i
funcions amb normalitat. Aquest procediment s'anomena cicatritzacio.

Aquesta cicatritzacid és activada per qualsevol lesié de la matriu mineralitzada de
I'os. Quan aquesta matriu esta exposada a fluids extracel-lulars, una série de
proteines, enzims i factors de creixement sén activats per tal de poder formar
I'os. Les cel-lules de la matriu Ossia i de I'os adjacent , atretes quimicament,
envaeixen el lloc de la lesid, proliferant i diferenciant-se en ceél-lules que
recuperen anatomicament i funcionalment els teixits lesionats.

2.3.2. Mecanisme de l'osteointegracio

El procés biologic de formacié de la interfase os-implant dental esta relacionat
amb el procés de cicatritzacié d’una fractura. Aquest procés consta de 4 etapes.

-12 -
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1- Formacié de I'hematoma

2- Degradacio del coagul i neteja de la ferida
3- Formacid del teixit granular

4- Formacioé de la matriu Ossia

a. Osteoinduccid: reclutament de cél-lules mare que sén estimulades a
proliferar com a cel-lules formadores de la matriu 0ssia

b. Osteoconduccié: desplacament de les cel-lules al llarg de la
superficie de I'implant.

c. Formacié del nou os: inicialment el coagul sera substituit per teixit
connectiu i cel-lules osteogéniques. A continuacio la calcificacié de la
matriu extracel-lular donara lloc a la formacié d’os nou.

d. Remodelatge ossi: llarg periode de curacié fins que I'implant acaba
envoltat per I'os.

Durant el procés quirurgic d'insercié d’'un implant dental és comu que es presenti
sagnat degut a la lesié causada sobre els teixits. Aquest sagnat és el punt de
partida d‘una cadena d’esdeveniments bioldogics que acaben amb la
osteointegracié i la interfase os-implant.

Resumint les primeres etapes, el primer pas és el sagnat i la coagulacié de la
ferida, tot formant un coagul o un hematoma. Posteriorment, aquest coagul es
degrada, fet que permet la recuperacido de l|'estructura vascular i la formacié
d’'una nova estructura fibril-lar (teixit granular). A partir d’aquest teixit granular
comenca la migracid i la diferenciacié de les céel-lules osteoprogenitores que
finalment restauren la matriu dssia mineralitzada. ®.

Per tal d’entendre millor aquestes fases i per tal de relacionar-ho al maxim
possible amb el nostre projecte, ens centrarem en explicar el procés de formacio
de la matriu 0ssia, que és el que nosaltres simularem a partir de les cél-lules
osteosarcomatiques.

Una vegada acabat el procés de recuperacié vascular, s’inicia el canvi de la
matriu  provisional de teixit connectiu sintetitzada per les ceél-lules
osteoprogenitores que acaba amb la formacié del nou os. L'aparicié d’aquestes
cel-lules osteoprogenitores esta associada a la diferenciacié d’unes certes
cel-lules mares (hematopoiétiques) activades per certes proteines morfogeniques
de l'os (BMP) produides per les cel-lules mesenquimals i fibroblasts.
Posteriorment s’activa un complex de proteines (SMAD) que transmeten la
senyal de les BMP fins al nucli de les céel-lules i s’activa el genotip osteogenic, que
condueix a la diferenciacié final dels osteoblasts, cél-lules encarregades de
secretar els compostos de la nova matriu ossia i regular la seva mineralitzacié °.

BMPs | SMAD
PRLATIRCEN
'-:‘Ll ] fl- : - ® ® b
] T a o
Jart ) e

Teixit hematopoiétic Cél-lules mare Osteoblasts

Figura 4. Procés de diferenciacié osteoblastica
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Durant el procés de diferenciacié dels osteoblasts es poden distingir quatre tipus
de cél-lules: preosteoblasts (precursors osteoblastics), cel-lules de recobriment
(recobreixen la superficie de I'0os), osteoblasts, i els osteocits (osteoblast madurs
que queden immersos a la matriu extracel-lular). En aquest procés de
diferenciacio, els osteocits perden la capacitat de sintetitzar matriu ossia. Al
gquedar immersos a la matriu extracel-lular, els osteocits adopten una forma
estrellada amb extensions citoplasmatiques. A aquestes extensions, els osteocits
connecten entre si i amb els osteoblasts que rodegen |'os i amb les cel-lules de
recobriment, i es creen gap juncions (0 unions gap, unions comunicants o unions
de fenedura) entre el citoplasma dels ostedcits i el citoplasma dels osteoblasts.
La funcié d’aquestes unions es formar una xarxa de cel-lules a l'interior de la
matriu mineralitzada que permet la conversié dels estimuls mecanics externs en
senyals bioquimiques que controlen la deposicid i la resorcié de I'os 3.

2.3.3. Formacio de I'os a I'implant

Els implants dentals a la seva superficie han de tenir I'habilitat de suportar les
tensions exercides per les céel-lules que migren sobre la xarxa de fibrina i
col-lagen i que restauren els teixits lesionats. S’ha identificat que aquesta
superficie ha de tenir una topografia a nivell de micrometrica i nanometrica, ja
que la rugositat és semblant a la de I'os *,°. Una tractament superficial que crei
una topografia d’aquest tipus incrementa |'area superficial de contacte entre
I'implant dental i els teixits en formacio i intensifica I'absorcié de proteines que
estimulen l'activacié de les plaquetes, la formacié de la xarxa de fibrina i la
migracié de les cel-lules osteoprogenitores cap a la superficie de I'implant.

L'éxit de la formacié del nou os depén de dos factors: la osteoconductivitat i la
osteoinduccié °.

La fibronectina és una proteina rellevant en els processos d’adhesié cel-lular.
Aqguesta proteina esta formada per 4 moduls, que sén sequéncies d’aminoacids.
En concret, en el modul 3 hi trobem la seqléncia tripeptidica RGD, que té una
gran afinitat per les integrines. Aquestes integrines, receptors de membrana
extracel-lulars, reconeixen la seqliéncia RGD i si uneixen. D’aquesta manera, les
cel-lules es poden adherir a la superficie del titani.

g ¥ Implant - Integrines
1 St tY 4
AARA. A M AL ANT
Biomaterial " ‘Ostecblasts
Y Integrina © Teixit
RGD Superficie funcionalitzada

Figura 5. Adhesid cel-lular mitjancant integrines ”.
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Hi ha una gran varietat de factors que poden millorar la viabilitat de I'implant.
Entre altres, els més destacats soén el disseny de l'implant, la composicid
quimica, la topografia de la superficie, el material, la forma de lI'implant, la
llargada, el diametre, el recobriment i altres tractaments de superficie, etc.

Per contra també hi ha varis factors que ho poden empitjorar. Per exemple una
excessiva mobilitat de I'implant, una porositat elevada, la radioterapia o alguns
agents farmacologics. A més, els pacients amb certes malalties com
I'osteoporosi, |'artritis o la insuficiéncia renal, i aquells pacients d’edat avancada,
també es poden veure afectats per una baixa capacitat per a formar os nou .

Per obtenir una bona osteointegracié és important la estabilitat mecanica de
I'implant. Es a dir, que entre I'implant i I’'os hi hagi una fixacié rigida.

2.3.4. Tractaments superficials

El principal problema de l'osteointegracié en els implants dentals de titani és la
seva baixa velocitat d’osteointegracié. Es per aixd que s’apliquen diferents
metodes per tal de millorar aquesta limitacid i aixi, impedir que aquest implant
falli i s’hagi d’extreure i tornar a inserir.

Per tal de millorar aquesta osteointegracié lenta hi ha varis metodes de
modificacions superficials: les fisiques i les quimiques.

Modificacions fisiques

Les modificacions superficials de caracter morfologic son un exemple de
tractaments fisics que permeten millorar I'adhesié cel-lular i aixi poder reduir el
temps d’osteointegracié de I'os a l'implant. Diversos estudis han demostrat que
la rugositat del titani és un element important en I'adhesié cel-lular *.

Un altre metode que permet millorar I'adhesid cel-lular és augmentar |'energia
superficial i la mullabilitat de la superficie, fent-la més hidrofilica. Aquests
tractaments impliquen una millora en l'adsorcid de les proteines °. Aquest
metode es realitza amb atacs quimics a la superficie del titani, ja sigui amb
plasma, amb acids, com l'acid nitric, o altres components amb pH basic, com
I'hidroxid de sodi.

Modificacions quimiques

Hi ha dos grans tipus de modificacions quimiques: les organiques i les
inorganiques.

Les modificacions quimiques inorganiques consisteixen en el recobriment amb
hidroxiopatita (fosfat de calci) de la superficie del biomaterial. Els fosfats de calci
tenen la mateixa composicié quimica que la fase inorganica de I'os i a més tenen
la capacitat de fer proliferar i diferenciar els osteoblasts a la superficie del titani.

Les modificacions quimiques organiques consisteixen en el recobriment del
material a partir de biomolécules com proteines existents a la matriu
extracel-lular o péptids d’aquestes proteines. Aquestes biomolécules, pero, tenen
la dificultat que necessiten altres tractaments i processos per poder-les enllagar
amb la superficie del biomaterial.

Per tal de poder immobilitzar aquestes biomolécules existeixen dos metodes
principals: la fisisorcid i I’enllag covalent.
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La fisisorcié és el procés d’adsorcio fisica de les biomolecules a la superficie del
biomaterial mitjancant enllacos debils. Aquest métode no déna una unid estable
de la biomolecula i no en permet el control de la seva deposicié.

El metode d’'immobilitzacié de biomolécules per enllag covalent consisteix en una
reaccid entre grups reactius de la biomolécula a immobilitzar i els grups reactius
de la superficie solida. Per tant, la immobilitzacid mitjangant enllagos covalents
requereix la presencia de grups funcionals adequats tant a la superficie solida del
biomaterial com a la biomoléecula.

En el nostre projecte utilitzarem el metode de I'immobilitzacié per enllag covalent
a partir de la silanitzacié.

A més, en el nostre projecte no utilitzarem proteines, sind peptids, degut a que
les proteines tenen certs desavantatges, que es poden minimitzar amb I'Us de
peptids derivats de la mateixa proteina. Per exemple, les proteines poden
presentar una selectivitat i especificitat baixes, i tenen riscs d’inflamacidé i
d'infeccié. En canvi els peptids, tenen una especificitat més alta i sén més
estables al pH i a altes temperatures. També es poden adherir en major
guantitat a les superficies dels biomaterials.

Per tal de poder sintetitzar aquests peptids que s’utilitzaran per millorar certes
caracteristiques de la superficie del titani, es seguira I'esquema segient:

‘ t  Espaiador Ancoratge

Figura 6. Esquema general de I'estructura dels peptids.

2.4. Péptid RGD

La fibronectina, I'osteopontina i la vitronectina sén unes de les glicoproteines
més rellevants en els processos d’adhesio cel-lular. En el cas de la fibronectina,
que és la més coneguda i la que utilitzarem com a control en aquest projecte,
esta formada per dues cadenes unides per ponts disulfur. Aquesta, es troba
localitzada a la superficie de les cél-lules i és elaborada pels fibroblasts.

La fibronectina s’uneix a les cel-lules pels seus receptors: les integrines. Les
integrines son glicoproteines formades per cadenes alfa i beta que travessen la
membrana. Les porcions extracel-lulars de les integrines, son les que reconeixen
la seqliencia RGD i permeten la uni6 de la proteina amb la cel-lula.
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Figura 7. Seqlencia de la fibronectina i ubicacié del peptid RGD.

La seqléncia RGD és una cadena tripeptidica extreta de la fibronectina i altres
proteines de la matriu extracel-lular, formada pels aminoacids arginina, glicina i
acid aspartic. Per tal que aquest peptid RGD sigui funcionalitzable i es pugui
adherir a la superficie de titani mitjancant el crosslinker, caldra una modificacid
d’aquest peptid.

l‘”ch,auhh
HHN
H i
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HS M o T (%) M T ] T NH,
H o "o Ho g
OH

Grup Ancoratge Espalador: PEG Sagléncia Activa:

RGDS

Figura 8. Peptid RGD

Podem observar com hi ha tres elements distintius en la cadena peptidica:

e Grup d’ancoratge: Es el grup que s'unird a la superficie del titani. En
aquest cas es tracta d’'un grup tiol (SH).

e Grup espaiador: Assegura la correcta orientacié i accessibilitat de la
seqliéncia activa per a la interaccid biologica. En el nostre péptid aquest
espaiador consisteix en una cadena curta de polietilenglicol.

e Seqliencia bioactiva: Aquesta és la posicid6 a on es troba el conjunt
d’aminoacids que formen el peptid RGD, necessaris per a l|activitat
biologica.

L'efecte de promocié de I'adhesio cel-lular i la seva funcionalitzacié en superficies

de titani d’aquesta seqiéncia peptidica ja ha estat demostrat en multiples estudis

10 11 12
l; r .
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2.5. Creacio del film bacteria

2.5.1. Introduccio

Es sabut que a la cavitat oral hi ha un ecosistema microbia molt elevat, que
ronda les 700 espécies de bacteris i on les poblacions polimicrobianes sén les
més freqlents.

A part d’aquesta gran diversitat, |’ecosistema de la cavitat oral esta caracteritzat
per la successié (el mateix ecosistema va regenerant els organismes que el
formen), per les pertorbacions naturals, successos naturals que alteren
I’estructura d’un cert ecosistema), pels matisos biogeografics i per la interaccié
amb els teixits del pacient i les seves secrecions.

L'ecosistema de la cavitat bucal es pot caracteritzar també, per la preséncia
constant de liquid, la saliva, per fluctuacions curtes i extremes de temperatura,
per una superficies externa dura, les dents, i una variacié constant de |I'entrada
de carboni i nitrogen.

Els organismes que no s’adhereixen a la superficie de la cavitat bucal soén
transportats per el flux salivar cap al tracte digestiu. Es per aix0 que no és
d’estranyar que els bacteris orals tinguin mecanismes d’adhesié *3.

Es defineix biofilm bacteria com a una comunitat de microorganismes que
creixen immersos en una matriu de polisacarids i que es troben adherits en una
superficie inerta o a un teixit viu .

Aquest biofilm pot provocar diverses patologies. Les més frequents son la
gingivitis i la periodontitis. A més, en cas que hi hagi un implant dental, pot
causar periimplantitis, una afectacié inflamatoria dels teixits tous que envolten
I'implant i que provoquen la destruccié del teixit ossi que realitza el suport de
l'implant arribant a provocar una fallida d’aquest implant *°.

2.5.2. Procés de creacio del biofilm bacteria

A l'inserir un biomaterial a I'organisme, queda recobert per macromolécules i
restes cel-lulars derivades del medi. Aquests element constitueixen I'anomenada
capa condicionant. L'adsorcid i la composicié d’aquesta capa sén molt selectives i
depenen de les propietats de la superficie del material com |'estructura
molecular, I'energia lliure de superficie, la neteja, dels constituents del medi que
I’envolta, dels tipus cel:lulars que intervenen.

Les superficies metal-liques netes, com podrien ser les de titani, sén resistents a
la corrosid a causa de la seva composicid quimica, la seva homogeneitat i a les
capes d'oxid que es formen a la seva superficie, ja sigui espontaniament o bé
mitjancant algun tractament.

Aquesta capa d’oxid és la que reacciona amb les glicoproteines de la capa
condicionant.

Aquesta capa condicionant esta constituida, habitualment, per fibronectina,
fibrinogen, col-lagen, elastina i altres proteines aixi com restes de plaquetes i
cel-lules. Aquesta capa proporciona els receptors necessaris per |'adheréncia
tissular o bacteriana, mitjangant graus variables d’integracio fisicoquimica.

Inicialment els bacteris es troben en fase planctonica, lliures pel medi liquid,
procedents de la contaminacié directa, per exemple durant la cirurgia, per
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propagacié de contigliitat o per sembrat hematogen, transportats per la sang.
Aleatoriament arriben fins a les proximitats del biomaterial. La superficie del
bacteri sol estar carregada negativament i la dels implants metal-lics també, cosa
que produeix una repulsid electrostatica entre ells. Ocasionalment, pero, entren
en accio les forces d’atraccié hidrofobica, que aproximen el bacteri a la superficie
de lI'implant. Fins aqui el procés es denomina adhesié reversible no especifica. A
partir d’aquest moment s’inicia l'adhesié irreversible mitjancant processos
d’enllag quimic.

Les superficies metal-liques produeixen un efecte catalitzador de les reaccions
quimiques. Aquest efecte accelerador de les reaccions quimiques podria ser
responsable de I'augment de I'activitat cel-lular i de la sintesi que es produeix en
els bacteris instants després d’adherir-se, iniciant aixi la sintesi de polisacarids i
el creixement i la multiplicacié bacteriana.

En els moments posteriors a la implantacid d'un biomaterial, les seves zones
d'alta energia estan “esperant” ser colonitzades pels primers colonitzadors
disponibles, ja siguin bacteris o cel-lules tissulars. Si els primers colonitzadors
son cel-lules tissulars i estableixen un ancoratge ferm, els bacteris que pugin
arribar s’han d’enfrontar a una superficie resistent a la infeccid en virtut de la
viabilitat de les cél-lules tissulars, de les seves membranes cel-lulars, dels seus
polisacarids de superficie i dels seus sistemes immunes operatius. Si a més,
I'adhesié de les cél-lules tissulars es produeix directament sobre la superficie del
material (osteointegracid), el grau de proteccidé davant 'atac bacteria sera major.
Perod si els primers colonitzadors son bacteris, com podrien ser els Streptoccocus
sanguinis, i s'adhereixen a la superficie del biomaterial, es produeix la infeccié de
I'implant. Una vegada produida l'adhesié bacteriana és poc probable que les
cel-lules tissulars puguin desplacar aquests primers colonitzadors.

Si en aquesta “lluita per la superficie”, aconsegueixen adherir-se primer els
bacteris, que formaran una primera capa bacteriana, a aquesta s’hi sumaran més
bacteris produint el fenomen d’agregacid bacteriana. Aquesta agregacio
bacteriana consisteix en el reclutament d’altres bacteris, per part dels
colonitzadors primaris. Tant la primera capa de bacteris adherits com les
seglients, es multipliguen formant colonies, les quals, a I'expandir-se,
constituiran pel-licules bacterianes, sempre i quan els factors ambientals, com la
temperatura, els nutrients o el balang ionic entre d‘altres, siguin propicis.
Finalment, es trenquen petites parts d'aquest biofilm, de tal manera que els
bacteris poden escapar i aixi envair una altre superficie de I'implant.

Altres factors influeixen a l'establiment del biofilm: els diagrames de flux dels
fluids, el pH, la configuracié quimica i geometrica de la superficie del substrat, les
tensions superficials i els residus del medi.
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Figura 9. Agregacié bacteriana per a la formacié d’un biofilm bacteria
13

Els biofilms disposen d’un entorn que protegeix els bacteris dels seus possibles
antagonistes i de les defenses de I'hoste. Aquest entorn fins i tot pot
desenvolupar les seves propies propietats ambientals, com el pH, els ions, els
nutrients i diverses toxines que poden col-laborar a la cohesié entre colonies.

Per els bacteris propers a I'implant és vital la utilitzacié de metabolits, molecules
o ions del biomaterial, mentre que les capes externes dels bacteris utilitzen els
factors ambientals; les capes mitjanes depenen de les molécules difoses des del
material i des de I'entorn exterior, aixi com dels metabolits produits per les capes
mes profundes *°.

D’aquesta manera, el biofilm impedeix |'adhesido de les cel-lules tissulars a la
superficie del biomaterial, tot provocant la seva fallida.

2.5.3. Estrategies per reduir el biofilm bacteria

Per tal de reduir aquesta creacié de biofilm bacteria, hi ha diverses estratéegies
que es poden dur a terme. Les més utilitzades sén: els recobriments
antiadherents, els recobriments antimicrobians, els recobriments antibiotics i la
utilitzacié de péptids antimicrobians ’.

Recobriments antiadherents

Les caracteristiques de la superficie de I'implant, igual com passa amb I'adhesio
cel-lular, com poden ser l'energia superficial, la rugositat, la hidrofilicitat o la
conductivitat juguen rols crucials en I'adhesié bacteriana i la creacié del biofilm
bacteria. Es per aix0 que realitzant tractaments fisicoquimics es pot reduir
aquesta colonitzacid bacteriana. Alguns exemples serien l|'utilitzacié de raigs
ultraviolats o el canvi de I'estructura cristal-lina del biomaterial 2.
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Un altre tipus de recobriment antiadherent és el recobriment amb polimers
antiadherents com podrien ser el polietilenglicol o el polimetilmetacrilat. Aquests
recobriments pero, s’ha vist que danyen les funcions dels osteoblasts, i per tant
requereixen la combinacié amb péptids com I'RGD.

Recobriment antibacteria

Un altre metode per prevenir la creacid del biofilm sén els recobriments
antibacterians. Aquest grup el podem separar en dos classes: els organics i els
inorganics.

Pel que fa als recobriments organics cal destacar la clorohexidina, ja que
posseeix un ampli espectre antimicrobial.

Per altra banda, els recobriments que contenen agents inorganics son un dels
metodes més efectius per eliminar aquesta colonitzacié bacteriana degut a la
seva excel-lent biocompatibilitat i una bona estabilitat. Un dels agents més
comuns i eficacos és la plata. Aix0 és degut a que la plata té un espectre
antibacteria molt elevat tant per bacteris gram-positius com per bacteris gram-
negatius. A més, aquest metode no afecta a Il'activitat de les cel-lules
osteoblastiques ”.

Recobriments antibiotics

A partir d'aquest tipus de recobriments es pot aplicar l'antibiotic a la zona
d'interés, i on possiblement després de la insercid de l'implant hi hagi una
possible infeccid. Aquests recobriments pero, tenen certs desavantatges, com
el temps d‘alliberacié del farmac, una possible toxicitat provocada per el mateix
antibiotic o inclus pot generar una certa resisténcia per part dels bacteris a
aquest antibiotic .

Utilitzacio de peptids antimicrobians

Els peptids antimicrobians o AMPs sén peéptids d’origen natural amb caracter
antibiotic i que presenten activitat contra bacteris tant gram-positius com gram-
negatius. El fet que aquestes AMPs siguin grups d’aminoacids és el que fa que
siguin facils de modificar i poder adherir-los a superficies .

Els AMPs tenen com una de les seves caracteristiques principals una efecte molt
rapid per matar els bacteris. A més, també son coneguts pel fet de millorar els
efectes dels antibidtics per mitja d’efectes sinérgics *°.

No obstant aquests avantatges, els AMPs encara tenen certs riscs, com per
exemple una possible toxicitat perls humans o una falta de especificitat.

Un altre problema dels AMPs pot ser en el moment de la creacié dels biofilms,
degut a la possible interaccidé electrostatica entre els péptids i la matriu del
biofilm carregada negativament®®. No obstant, s'ha demostrat que les
modificacions superficials amb AMPs ajuden a reduir les infeccions dels
dispositius associats *°.

En el nostre projecte s’utilitzara aquesta Ultima estratégia per tal de reduir
aquesta adhesié bacteriana.

Per tal de sintetitzar el péptid utilitzat per aquest procés es seguira el mateix
esquema que s’ha usat en el peptid RGD.
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2.6. Peptid hifl-11

El péptid hifi-11 és un péptid extret dels 11 primers aminoacids de la
lactoferrina.

La lactoferrina és una proteina globular, sintetitzada per els neutrofils de la sang
i que té activitat antimicrobiana. Aquesta proteina, contribueix a la immunitat
innata i s’ha demostrat que té una activitat microbicida significant en contra els
bacteris.

A més a més, hi ha péeptids més petits derivats de la lactoferrina que també
tenen aquesta accid microbicida. Per exemple, el peptid hLf1-11 (lactoferrina 1-
11) que té un espectre antimicrobia molt gran.

L'hLf1-11 és el fragment més petit que conserva aquesta activitat antimicrobiana
en comparacié amb la seva cadena peptidica sencera.

De la mateixa manera que el peptid RGD, aquesta peptid extret de la lactoferrina
esta compres dels seglients grups:

e Grup d’ancoratge: Es el grup que s’unira a la superficie del titani.

e Grup espaiador: Igual que el peptid RGD, aquest grup espaiador consistira
en un polietilenglicol.

e Seqlencia bioactiva: Aquesta és la posicid6 a on es troba el conjunt
d’aminoacids que formen el peptid hif1-11.

hLf1-11

Figura 10. Péptid hLf1-11

L’activitat antimicrobiana d’aquesta seqliencia ha estat demostrada en varis

estudis i per aixd aquest péptid sera l'usat en el nostre projecte 2!, 22, 23,
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2.7. Plataformes

Fins ara, els problemes dels implants dentals s’havien tractat separadament. Es
per aix0 que per tal de poder combinar dos péptids i aixi dotar la superficie de
I'implant de multifuncionalitat s’han creat les plataformes duals, que permeten
la combinacié de dues seqliéncies peptidiques. D’aquesta manera, la superficie
del titani pot presentar, simultaniament, dos efectes diferents en funcié de les
seqglieéncies bioactives que si enllacin.

De la mateixa manera que es sintetitzen els péptids lineals, aquesta plataforma
es pot sintetitzar seguint I'esquema segient:

Ancoratge

Espaiador

Figura 11. Esquema general per a la sintesi de plataformes multifuncionals.

2.8. Péptid MH13.

El peptid MH13 consisteix en la plataforma dual que compren els peptids RGD i el
hLf1-11.
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RGDS + hLf1-11
Figura 12. Plataforma MH13
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A diferencia dels peptids RGD i hLf1-11, en aquesta plataforma podem trobar
una lisina entre I'espaiador i les cadenes de polietilenglicol. Aquesta lisina permet
derivar un grup d’ancoratge amb els seu espaiador corresponent en una cadena
PEG, per tal de poder tenir les dues cadenes bioactives a al vegada.

La funcionalitat d'una plataforma dual ja ha estat demostrat en estudis anteriors
24
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CAPITOL 3:
METODOLOGIA

3.1. Preparacié de mostres

El primer pas per tal de poder dur a terme el nostre projecte és l'adquisicid i
preparacié de les mostres de titani per tal de poder fer els tractament superficials
necessaris per tal de funcionalitzar la superficie.

3.1.1. Adquisicio de les mostres

Les mostres de titani s’han adquirit al taller mecanic adjunt al departament de
Ciencia de Materials i Enginyeria Metal-lirgica de la Universitat Politecnica de
Catalunya. Aquestes mostres de titani venen subministrades en paquets de 50
mostres de 10 mm de diametre i uns 2 mm de gruix.

Figura 13. Mostres provinents del taller mecanic
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3.1.2. Emboticié en baquelita

L'emboticié de les mostres de titani en baquelita té com a finalitat permetre un
procés de polit homogeni per totes les mostres.

Per tal de poder realitzar aquest procés utilitzarem |'equip Labopress-3 de
Struers (Alemanya). Aquest equip consisteix en un pisté on es dipositen els discs
de titani, en tandes de 5. Aquest pistd es baixa i un cop ha arribat al seu punt
inferior si diposita la baquelita en pols. Tanquem el pist6 amb una baioneta i
posem les condicions seguents:

Taula 2. Condicions per embotir la baquelita.

Temperatura 180°C
Forca 15 kN
Temps escalfament 5 minuts
Temps refredament 4 minuts

Una vegada finalitzat el temps del procés, desenrosquem la baioneta, pugem el
pistd i enretirem el disc de baquelita, que s’haura solidificat.

Figura 15. Mostres embutides en
baquelita

Figura 14. Embutidora
Labopress-3.

3.1.3. Procés de polit

L'objectiu de polir les mostres és el d’eliminar la rugositat de la mostra original.
Aquest pas és important, ja que estudis previs han demostrat que la rugositat és
un factor rellevant en el procés d’adhesié cel-lular 4,>.

Per tal de portar a terme aquest procés, utilitzem una polidora automatica
Phoenix 4000 (Buehler, USA). Per obtenir aquesta superficie mirall i llisa, hem de
passar per una seérie de panys de diferents mides de gra i dos panys de vellut
amb dos solucions d’alimina diferent en el seglient ordre:
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Taula 3. Protocol per polir les mostres de titani embotides en discs de

baquelita
Pany Velocitat Forca Temps Direccio Aigua
(rpm) (N) (minuts)
P800 300 8-10 15 Contra Si
P1200 150 8-10 15 Contra Si
Al,O3 - 1ym 300 10-15 60 Contra No
Al,O; - 0.05um 300 10-15 60 Contra No
Aigua 100 9 30 Contra Si

Els dos primers panys aconsegueixen polir les mostres i els dos panys de vellut
amb la solucié d’alimina és el que aconsegueix aquest efecte mirall. En aquests
panys de vellut, cal anar-hi tirant aigua i la solucié d’alimina cada cert temps per
tal d’evitar que el pany s’assequi.

La direccidé contra significa que el brag i el disc amb els panys giren en la direccio
oposada.

Figura 16. Polidora automatica Buehler

3.1.4. Extraccio de les mostres de la baquelita

Per tal d’extreure les mostres de titani de la baquelita un cop polides, es realitza
amb una serra. Cal serrar la baquelita a una distancia prudent de les mostres i
amb un tornavis acabar d’extreure les mostres.
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Figura 17. Mostres acabades de polir amb efecte mirall

3.1.5. Rentat de les mostres de titani

Després de polir, cal rentar les mostres de possibles impureses. Per aixo cal fer
diversos rentats i sonicar les mostres al bany d’ultrasons. En aquest procés,
s’utilitzen productes de diferents polaritats per tal de assegurar-nos que totes les
impureses que ens podriem trobar sén eliminades. Per tal de dur a terme aquest
procés cal dipositar el dissolvent que especifica el protocol que tenim a
continuacid, sonicar durant 5 minuts, enretirar-lo i realitzar el procés dos
vegades més per un total de tres rentats per a cada producte. La seqliéncia sera:

Ciclohexa (3 rentats x 5 minuts), Acetona (1x5’), Isopropanol (3x5’), Aigua
(3x5"), Etanol (3x5’), Acetona (3x5')

e Ciclohexa (CgHiy): El ciclohexa és un producte apolar, i per tant eliminara
totes aquelles impureses apolars que puguin tenir les mostres de titani. No
és soluble en aigua.

e Acetona (C3HeO): Aquest pas s’ha afegit al mig ja que dos components
amb diferents polaritats no tenen una bona afinitat. En aquest rentat
I'acetona serveix per acabar d’emportar-nos possibles restes de ciclohexa.
En aquest cas, com que el ciclohexa no és soluble en aigua, utilitzem
acetona, ja que si utilitzéssim aigua no ens n‘emportariem les restes.

e Isopropanol o 2-propanol (C3HgO): Component polar que ens servira per
eliminar aquelles possibles impureses i restes de caracter polar. Es soluble
en aigua.

e Aigua destil-lada (H,0): A diferéncia del ciclohexa, l'isopropanol és soluble
en aigua i per tant per tal de retirar les possibles restes podem utilitzar
aquest component. A més l'aigua és un component polar, i per tant ajuda
a eliminar aquells components polars que lisopropanol no ha pogut
eliminar.

e Etanol (C;HeO): Dissolvent polar.
e Acetona (CsHgO): Dissolvent polar.

Un cop finalitzat aquest procés de rentats assequem les mostres i les guardem a
una placa de mostres.

Aquest procés s’ha de realitzar sempre després de |'extraccié. En cas que portin
un temps emmagatzemades a la placa, abans de realitzar un assaig o un procés
cal tornar a fer un rentat. En aquest cas pero, es pot utilitzar un protocol de
rentat més curt, que consisteix en 3 rentats d’‘aigua, 3 d’etanol i 3 d’acetona
durant 5 minuts al bany d’ultrasons.

3.2. Tractament quimic i funcionalitzacido de la
superficie de titani

Per tal de poder funcionalitzar la superficie del titani, cal realitzar una série de
tractaments quimics que permetin que els péptids s’uneixin a la superficie de
titani mitjancant enllacos covalents.
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3.2.1. Activacié amb acid nitric

El primer pas per tal de poder adherir els péptids a la superficie del titani és una
activacid6 amb acid nitric. Aquest pas consisteix en la creaci6 d'una capa
hidroxilica (una capa de grups -OH) a partir de I'oxidacié de la superficie, per tal
de permetre una major adhesivitat, fer la superficie més hidrofilica i disminuir
I"alliberament de ions.

Per tal de realitzar aquesta activacio, cal deixar les mostres de titani durant una
hora submergides en acid nitric al 65%. Aquest procés cal realitzar-lo sota una
campana, ja que els gasos que despren I'acid nitric son perjudicials per la salut.

OH OH OH OH OH ©OH OH OH OH

Ti0z
Ti

Figura 18. Activacio de la superficie de titani amb acid nitric

A més, un cop acabat el procés cal diluir 'acid nitric amb aigua, enretirar les
mostres i fer una serie de rentats amb aigua destil-lada, etanol i acetona.

3.2.2. Silanitzaci6 APTES

L'objectiu d’aquest procés és adherir un grup sila, que sera I'’APTES (3-
aminopropyltriethoxysilane, a la superficie oxidada del titani, i unir un
crosslinker que permetra la unié covalent dels péptids i la plataforma dual.

Per tal de silanitzar les mostres de titani seguirem els passos explicats a
continuacio:

e Posar les mostres de titani a un erlenmeyer. Dins dels mateix erlenmeyer
dipositar una barra magnética i tapar-ho amb un séptum.

e Clavant una agulla al septum crear el buit a l'interior. Acabar de purgar
I’erlenmeyer amb nitrogen.

e Un cop fet el buit, dipositar dins de I'erlenmeyer 10 mL de tolué anhidre i
0,2 mL d’APTES (2% v/v o 0,08 M) clavant les agulles al septum.

e Col-locar I'erlenmeyer a I'agitador a 70°C i el deixem durant una hora

Aquests processos serveixen per unir, mitjancant ponts d’hidrogen, el sila als
grups hidroxils que s’han format a la superficie del titani durant l'activacié amb
acid nitric. Es important mantenir el caracter anhidre del procés ja que aixi
s’evita la polimeritzacié del sila.

e Un cop passada I'hora, posar les mostres a un vas de precipitats que
contingui tolué i sonicar la mescal al bany d’ultrasons durant 5 minuts.

e Rentar les mostres amb tolué (x3), acetona (x1), isopropanol (x3), aigua
(x3), etanol (x3) i acetona (x3). Un cop acabat de rentar, assecar les
mostres amb nitrogen. Aquests rentats no cal sonicar-los.
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e Dipositar les mostres a una placa de petri i col-locar-lo al forn a 120°C
durant 5 minuts. Extreure les mostres del forn i posar-les en un nou vas
de precipitats

Aqguest Ultim pas, permet el trencament dels ponts d’hidrogen que unien el sila
amb els grups hidroxils, alliberant aigua i unint el silici amb l'oxigen. D’aquesta
manera es crea una unié més estable entre el sila i la superficie del titani.

En aquest punt s’obté la mostra control Ti_APTES.

NH: NH: NH- sz
— 5% — 0 —Si— o0 —5% — 0 — 5 —
| | I |
0 0 0 0
| | | I
TiDg
Ti

Figura 19. Silanitzacié amb APTES

A continuacid, cal unir aquest grup sila amb el crosslinker (N-succinimidyl-3-
maleimidopropionate) per tal de permetre la unié amb els peptids.

O 0 0O
| N’\AO_N
O 0

Figura 20. Estructura quimica del Crosslinker (N-succinimidyl-3-
maleimidopropionate)

e Preparar una solucié de 2 mg/mL del crosslinker en 10 mL de DMF (N,N-
dimethylformamide).

e Deixar la reaccidé en agitacié durant una hora a temperatura ambient.

e Rentar les mostres amb DMF (x3), acetona (x1), aigua (x3), etanol (x3) i
acetona (x3) i ho assequem amb nitrogen. Un cop seques transferir les
mostres a una placa de mostres.

En aquest punt s’obté la mostra control Ti_CL.
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D=_‘=D 0=_‘=D
Sy N
Lo Lo
NH NH:z NH NH2
3 . . X
—Si—0 —Si—o0o —S — 0 — S —
I I I I
0 0 0 0
| | I |
Ti0z
Ti

Figura 21. Silanitzacié del titani amb el crosslinker

Aquesta unid del crosslinker amb el sila succeeix a partir de la unié d’aquest
crosslinker amb un nitrogen del grup NH,.

3.2.3. Funcionalitzaci6 de la superficie de titani.

La funcionalitzaci6 amb els peptids de la superficie de titani succeeix degut a que
els grups ancoratge dels péptids sén grups tiols (-SH), i es poden adherir al
crosslinker reaccionant amb el doble enllag que té.

Aqguest pas consisteix en dipositar gotes dels peptids o de la plataforma a una
concentraciéo de 100 uM. Com que I’stock dels peptids esta a 1 mM, cal realitzar
una diluci6 amb PBS.

Al tenir 3 mostres per a cada peptid, i a cada mostra i dipositem 100 pL
d’aquesta dissolucid, necessitem 300 uL de dissolucié. Per tenir 300 uL de peptid
100 pM, ens caldra fer uns dissolucié de 1:10, per tant:

300puL de RGD =30puL de RGD (1mM)+270uL de PBS6,5
300puL de Lf1-11 =30pLde Lf1-11(1mM)+270uL de PBS6,5
300 L de Plataforma =30pL de plataforma (1mM)+270uL de PBS 6,5

A més, necessitarem un control positiu. Aquest control sera amb fibronectina
(stock a 200 pg/mL), en cas de l'assaig d’adhesid, i el CM10, en cas de l'assaig
de bacteris. Per la fibronectina nosaltres la necessitem a una concentracié de 50
Mg/mL. Per aconseguir aquesta concentracid, realitzarem una dissolucié 1:4. En
cas del CM10, afegim 450 pL per tenir-la a una concentracié de 100 uM i
realitzem la mateixa dilucié que els altres péptids. Per tant:

300puL de FN = 75uL de FN +225pL de PBS6,5
300puL de CM10 =30pL de CM10+ 270l de PBS6,5
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Un cop tenim realitzades aquestes dissolucions, cal dipositar a sobre de la mostra
de titani, gota a gota i intentant que no caigui pels laterals, 100 pL del péptid i
deixar-ho durant la nit. El dia seglient, es pot recuperar part del péptid ja que tot
el peptid dipositat s’adhereix.

En aquest pas s’‘obtenen les mostres control Ti_FN, Ti_RGD, Ti_hlIf1-11 i Ti_Plat

N NHz NH ’JNH2
j— 0 —Si— 0 —S — 0 — S —
| | | |
O (0] O 0
| | | |
TiDz
Ti

Figura 22. Superficie de titani silanitzada i funcionalitzada amb el péptid.

3.3. Caracteritzacio fisicoguimica

3.3.1. Angle de contacte

Introduccioé

L'angle de contacte consisteix en la deposicié d’'una gota d’aigua sobre les
mostres i mitjancant el software SCA20, calcular I'angle que forma aquesta gota
amb la superficie del titani. Aquest assaig permet calcular la mullabilitat de la

mostra.

-Figura 2’3:.'Anz_gle de éontééte
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La mullabilitat és el procés on un liquid s’expandeix en un substrat solid. Es
poden distingir dos tipus: Hidrofdbics o hidrofilics.

La superficie hidrofoba és aquella superficie que prefereix estar en contacte amb
ella mateixa abans que formar una interficie d’aigua. Aquestes superficies son les
qgue el seu angle de contacte és superior a 90° i la gota del liquid no s’expandeix.

La superficie hidrofila és aquella superficie que prefereix crear una interficie amb
I'aigua que amb ella mateixa. L'angle de contacte d’aquestes superficies és
menor a 90° i la gota del liquid s’expandeix per la superficie.

Figura 24. Superficie hidrofila i hidréfoba

Aquesta interaccié entre el solid i els liquid depenen de diversos factors:
e Els grups quimics de la superficie.
e La topografia de la superficie (Porositat, rugositat...)

e L'estructura i la funcionalitat dels components del fluid.

Angle de contacte

L'angle de contacte és l'angle entre la tangent a la gota i la tangent a la
superficie, en el punt on estan en contacte el gas atmosféric, el solid i el liquid.
Aix0 caracteritza la tensio interficial entre el solid i la gota de liquid. Per tal de
poder caracteritzar la tensié s’utilitza I'equacié de Young.

7/SV :7/8L+7/LV.COS(9)

On:

Y sv = Energia entre el solid i el gas

Y sL
Y

© = Angle de la tangent

Energia entre el solid i el liquid

Energia entre el liquid i el gas
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Figura 25. Angle de contacte d’una gota.

Per tal de calcular I'angle de contacte, pero hi ha altres metodes a I'utilitzacié de
I'equacié de Young. En el nostre cas utilitzarem un software amb una camera
(OCA 15plus, Dataphisics, Espanya), on es veu la deposicié de la gota. Un cop
entra en contacte amb la superficie de titani es fa una foto. Mitjancant punts,
marquem la superficie de la gota i el software suposa una circumferéncia
perfecte. A partir dels punts d’aquesta circumferencia i la superficie del titani el
mateix software ens calcula I'angle de contacte.

En el nostre assaig calcularem l'angle de contacte de l'aigua i del diiodometa
sobre diferents mostres de titani.

Per realitzar I'assaig dipositarem a la superficie del titani gotes amb un volum de
1L i una velocitat de dispensacié de 1 pL/s, tant en I’'assaig amb aigua com amb
I'assaig del diiodometa. Agafem aquest volum, per tal que la gota no ocupi molt
d’'espai i es puguin realitzar tres mesures per a cada mostra i aixi poder
assegurar-nos que obtenim una bona repetibilitat i per tant que els resultats
siguin el més precisos possible. A més, realitzarem 3 mostres per a cada
condicio.

Energia superficial

L'energia superficial de cada mostra es calcula a partir de la relacié obtinguda
entre I'angle de I'aigua, un liquid polar i I'angle del diiodometa, un liquid apolar.

Per calcular aquesta energia superficial, el software opera, mitjancant una
simplificacid de l'equacié de Fowkes i els valors tabulats de cada liquid a partir
dels valors obtinguts en I'angle de contacte. D'aquesta manera, introduint I'angle
de contacte obtingut amb l'aigua i l'angle de contacte obtingut amb el
diiodometa, el software et dona el valor de l'energia superficial i les seves
components polar i dispersiva. Els parametres d’adhesié dels liquids sén aquells
gue van estar tabulats per el mateix autor (Strom et all.)

Taula 4. Parametres utilitzats per el calcul de I'energia superficial. (R.J.
Good and C.J. van Oss 1992)

Liquids 7L(mJ/M2) 7LW(mJ/M2) VAB(mJ/MZ) i (m3/M?) 7'(mJ/M2)
Aigua 72.8 21.8 51 25.5 25.5
Diiodometa 50.8 50.8 0 =0 0
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3.3.2. Interferometria

La interferometria és una tecnica que, mitjancant les ones de la llum permet
extreure informacid d'una superficie d'un material. En el nostre projecte
I'utilitzarem per veure la rugositat de les mostres de titani.

Per poder mesurar la rugositat de les mostres utilitzarem un interferometre de
llum blanca en la técnica d’exploracié vertical (VSI). L'interferometre emet una
llum que va a parar a un divisor de feix que divideix aquest feix Unic en dos. Un
cop dividit, cada feix segueix un cami diferent per tornar-se a trobar abans
d’arribar a un detector. La diferéncia de fase entre les ones dels dos feixos fa que
es pugui saber, en el nostre cas, la rugositat de la mostra.

- _ Digitized Intensity
Detector Array sssge- =T > Data
Magnification
Selector

/Bea.msplitter

Iluminator Translator

& Microscope
Light Source

Objective
Mirau
Interferometer
Sample
Figura 26. Interferometre Figura 27. Esquema del funcionament

Per calcular la rugositat de la mostra ens fixarem en el valor de R, que correspon
a l'altura mitjana aritmetica de la rugositat de les mostres.

3.3.3. SEM

El microscopi electronic de rastreig és un microscopi electronic que proporciona
una imatge de la mostra a partir d'un feix d’electrons els quals interaccionen
amb la superficie. Aquests, al interaccionar es dispersen i sén localitzats amb un
detector, fet que permet veure la imatge de la superficie a una pantalla.
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Figura 28. Microscopi electronic de rastreig

Per tal de poder obtenir informacié detallada de les mostres, s’han realitzat
diverses captures a 1.000, a 5.000, a 20.000, a 100.000 i a 200.000 augments.

3.3.4. XPS

L'espectroscopia de fotoelectrons emesos per a raigs X (XPS) permet estudiar la
composicié atomica, I'estat quimic i I’'estructura electronica dels elements que es
troben a la superficie d’'un material.

Per tal d'obtenir aquests parametres la mostra s’irradia amb raigs X al mateix
temps que es mesura l'energia cinética i el nombre d’electrons que s’escapen de
la superficie del material ?°. La interaccié fotoelectronica entre els raigs-X
monoenergetics i la superficie solida de la mostra, fa que els electrons d’aquesta
superficie siguin expulsats amb una certa energia cinética. Les quantitats
observables en l'espectroscopia de fotoelectrons sdén les energies cinetiques
corresponents a aquests electrons. Els electrons, que pateixen perdua d’energia
al travessar la mostra, sén aquells que es poden veure al fons espectral 2°.

Com que l'ambient atmosféric conté restes de particules de diversos elements,
per realitzar aquest assaig es requereix un ambient de buit, ja que d’aquesta
manera s’evita la contaminacié de la mostra i per conseqlient I'obtencié d’uns
resultats erronis.

3.4. Caracteritzacié biologica cel-lular

3.4.1. Introducci6 als cultius cel-lulars

Les cel-lules que s’utilitzaran per tal de fer la caracteritzacié biologica sén SAOS-
2, una linia de cel-lules osteosarcomatiques derivades de l'osteosarcoma d’una
nena de 11 anys. Aquestes cel-lules seran les utilitzades degut a que son
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tumorals i per tant es poden reproduir amb molta facilitat i es poden diferenciar
de la mateixa manera que les cel-lules osteoblastiques naturals. A més, les
SAOS-2 soén una linia cel-lular utilitzada arreu del mén i per tant la seva
caracteritzacié esta perfectament documentada.

Per tal de que aquestes cel-lules tinguin les condicions ideals per a realitzar les
seves funcions vitals, caldra fer una série de processos per garantir la seva
supervivencia. Tots aquests processos s’han de realitzar en un entorn esteril. Per
aixo es realitzaran tots en una campana esteril.

3.4.2. Preparacio prévia als assaigs
Preparacié de medi

Per tal que aquestes cel-lules puguin sobreviure i realitzar les seves funcions
vitals, caldra crear el medi de cultiu on seran cultivades. Aquest medi consisteix
en la solucié d’una serie de productes amb unes propietats especifiques per tal
de poder nodrir la cél-lula. En el nostre cas, aquest medi sera el McCoy, i esta
compost per els components seguents:

Taula 5. Taula de components i volums per a 50 mL de medi McCoy.

Component Volum Percentatge
Medi McCoy 42,5 mL 85%
HEPES 1mL 2%
FBS 5mL 10%
Sodi piruvat 500 pL 1%
Penicil-lina/estreptomicina 500 L 1%
L-glutamina 500 pL 1%

Cada component té una funcié especifica en aquest medi:

e El medi McCoy és el medi de cultiu que s’utilitza per a cultivar cél-lules
d’'un ampli rang de teixits.

e L'FBS (sérum fetal de bovi) és la porcié de plasma que queda després de
la coagulacié de la sang. Es a dir, plasma sense cél-lules sanguinies ni
fibrinogen. Aquest plasma conté una gran varietat de proteines, com
proteines extracel-lulars o factors de creixement, que ajuden les cel-lules a
sobreviure, créixer i proliferar. A més, aquest FBS permet |'adhesié de les
cel-lules a les parets del flascd.

e L'HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) manté el pH
del medi a pesar dels canvi en la concentracié de dioxid de carboni produit
en la respiracié cel-lular.

e El piruvat sodi s’utilitza com a font d’energia addicional.
e La penicil-lina/estreptomicina inhibeixen el creixement de bacteris al cultiu.

e La L-glutamina proporciona nitrogen al medi i afavoreix les activitats
metaboliques de les cel-lules.

Una vegada acabat el medi, cal inserir uns 12 mL d’aquest medi al flascé de les
cel-lules.
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Les cel-lules, no obstant, no en tenen suficient per sobreviure amb aquest medi,
sind que necessiten unes condicions ambientals especifiques.

¢ Humitat relativa del 95%.
e Temperatura de 37°C.
e Concentracié de CO, del 5%.

Per tal de complir aquestes condicions, el flasco de les cél-lules, sempre que no
es realitzi cap assaig, es mantindra a la incubadora.

Figura 29. Medi sense FBS i medi amb FBS

Canvi de medi

El medi on es troben les cél-lules té unes propietats limitades per el temps, ja
que les cel-lules consumeixen els recursos que els proporciona aquest medi. Com
que el medi es queda sense nutrients, les cel-lules no tenen una font
d’alimentacid per seguir fent les seves funcions, i corren el risc de morir-se. Per
aix0, és necessari canviar el medi cada dos o tres dies per tal de garantir la
viabilitat de les cel-lules.

Aquest canvi de medi consisteix en treure el medi desnodrit del flasco, i
introduir-ne de nou. No obstant, caldra fer un rentat amb PBS per tal de poder
extreure les cel-lules mortes o que no s’han adherit a la paret del flascé.

Tripsinitzacio

Les cél-lules, sempre que tinguin les condicions necessaries per desenvolupar-se,
seguiran reproduint-se fins a ocupar practicament la totalitat de la superficie del
flascd. Arribats a aquest punt, les noves cel-lules que es formin no es podran
adherir enlloc i per tant moriran. Per tal d’evitar aixo, quan la superficie del
flascé comenca a estar plena, cal tripsinitzar o fer un “pase”.

Aquest procés té com a objectiu reduir el nombre de cel-lules adherides per tal
que puguin seguir reproduint-se.

Per realitzar aquest procés cal seguir el protocol segient:
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e Aspirar el medi del flascé.
e Fer dos rentats amb 10 mL de PBS.

e Afegir 2 mL de tripsina escalfada previament, i deixar que reaccioni durant
un minut a temperatura ambient.

e Afegir 5 mL de medi per tal de parar I'accié de la tripsina.

e Transferir les cel-lules a un tub tipus falcon de 15 mL.

e Rentar el flasc6 amb 5 mL més de medi i transferir-ho al falcon.
e Centrifugar les cel-lules durant 5 minuts a 300 rcf (1700 rpm).
e Aspirar el medi sense cél-lules.

e Resuspendre les cél-lules amb 5 ml de medi.

e Pipetejar 1 mL del nou medi amb les cel-lules i transferir-lo a un nou
flasco.

e Incubar el nou flasco.

e Les cél-lules restant que no s’han afegit dins el nou flascd, cal matar-les
amb lleixiu.

Comptatge de cél-lules

El comptatge de cel-lules serveix per comptar el nombre de cél-lules que hi ha en
el flasco. Per fer aixo es calculara el nombre de cel-lules que hi ha a cada ml. Per
tal de realitzar el comptatge, cal seguir els mateixos passos que la tripsinitzacié
fins a I'hora de resuspendre les cél-lules. Un cop resuspeses, es pipetejen 10 pL
de cél-lules i es posen a la placa Neubauer. En cas que la concentracié de
cel-lules sigui molt elevada, es pot fer una dilucié 1:10 i posar 10 pL a dalti 10
ML a baix de la placa Neubauer.

Figura 30. Placa de Neubauer

Per tal de realitzar el comptatge, contem les cél-lules de cada quadrant, tant de
la part superior, com de la part superior. Es realitza la mitjana i s’aplica el factor
de dilucié. Un cop calculat en nombre de cel-lules per mL, i en cas que es realitzi
un assaig d’adhesid, cal pipetejar el volum necessari de cél-lules per obtenir una
concentracid de 50.000 cel-lules per cada mL, posar 1 mL de la solucié de
cel-lules al nou flask i acabar d’afegir el volum restant necessari fins als 12 mL de
medi amb FBS. Finalment, incubar les cél-lules.
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3.4.3. Assaig d’adhesio6 cel-lular

Un assaig d’adhesidé consisteix en adherir un nombre conegut de cel-lules a sobre
la superficie de titani i posteriorment mirar quantes se n’han adherit. En el nostre
cas, voldrem una concentraciéo de 50.000 cel-lules per a cada mL, o I'equivalent
de 25.000 cel-lules per a cada mostra (afegim 0.5 mL de la solucié de cel-lules
per mostra). Per tal de realitzar aquest assaig, ens caldra tenir a disposicio les
mostres de titani funcionalitzades amb els péeptids corresponents i a més, una
mostra control, que en el nostre cas seran les mostres activades amb acid nitric i
una amb fibronectina per poder observar el nombre maxim d’adhesid.

Per tal de realitzar aquest assaig ens caldra tenir disponible medi sense FBS, per
tal d’evitar I'adhesid inespecifica de les cél-lules a la superficie del titani. Aquest
medi es realitza igual que el Medi McCoy, pero substituint els 5 mL de FBS per el
propi medi. A més, necessitarem BSA al 1% (albumina de serum bovi), que
serveix per bloquejar els pous i aixi impedir interaccions indesitjades entre la
superficie del titani i els péptids de tal manera que no s’adhereixin més cel-lules
de les estrictament adherides al péptid o a la plataforma.

Per tal de fer el BSA caldra calcular la quantitat de BSA desitjat i preparar-lo. En
la majoria dels nostres assaigs tindrem 15 mostres (Control acid nitric (x3),
fibronectina (x3), RGD (x3), hLfi-11 (x3) i Plataforma (x3)). A més,
necessitarem 1 placa de 48 pous, on transferirem les mostres, i on es
bloquejaran 3 pous més, per tal de fer-los servir de control. Per tant, si posem
500 pL de BSA (1%) a cada pou, necessitarem 16,5 mL i com que la solucié de
BSA amb PBS fa espuma en farem una mica d’excedent (22,5 mL). Com que el
BSA ha d’estar al 1%, farem la solucié amb 0,225 g de BSA i 22,25 mL de PBS.

Un cop es té preparat el BSA al 1% preparat, podem comencar a realitzar
I'assaig d’adhesid. Cal seguir el protocol seglient:

e Extreure el recobriment sobrant de les mostres funcionalitzades.

e Rentar 3 vegades les mostres amb PBS. Es important que en tots els
rentats es facin sense tocar la mostra per tal de no perjudicar ni la
superficie de les mostres ni les cél-lules.

e Un cop retirat I'Ultim rentat de PBS, afegir 500 uL de BSA (1%) als pous
amb mostres i a la placa de pous on si transferiran posteriorment. Cal
bloquejar 3 pous més de la nova placa de pous, ja que aquests tres pous
“nous”, serviran per controlar que les céel-lules s’han adherit.

e En el moment que s’han comencat el bloqueig, cal esperar uns 30 minuts
per tal que faci I'efecte desitjat. Mentrestant, es pot fer un comptatge de
les cel-lules, seguint el protocol explicat a l'apartat anterior. En aquest
punt es calcula la soluci6 de cel-lules que s'utilitzara per a l'assaig
d’adhesid, partint de la base que volem tenir una concentraciéo de 50.000
cel-lules per a cada mL. Aquesta solucié es realitzara amb les cel-lules
resuspeses sense FBS i medi sense FBS.
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Figura 31. Mostra Bloguejada amb BSA

e Un cop finalitzat el temps de bloqueig, s’ha de retirar el BSA i fer tres
rentats amb PBS a tots els pous. Abans d’extreure I'Ultim rentat de PBS,
es transfereixen les mostres a la nova placa de pous.

e Un cop traspassades les mostres, aspirem |’4ltim rentat de PBS i s’afegeix
la solucié de cel-lules desitjada. Posteriorment s‘incuba a 37°C. A patir
d’aquest moment, cal esperar entre 4 i 6 hores per tal que les cel-lules es
puguin adherir.

Figura 32. Mostres sembrades amb una concentracié de 25.000 cél-lules

Una vegada finalitzat el temps d’adhesidé, que en el nostre cas esta comprés
entre 4 i 5 hores, cal fixar les cél-lules a la superficie de titani. Per realitzar
aquest pas, es requerira paraformaldehid al 4%. Aquest PFA esta en stock al
16% i caldra diluir-lo 4 vegades amb PBS. Es a dir 3 parts de la solucié de PBS i
Ya part de la solucid amb PFA 16%.

Per tal de fer aquest ultim pas, cal seguir el passos seglents:
e Aspirar el medi dels pous i fer dos rentats amb PBS.
e Afegir 500 pL per pou de PFA 4%.
e Deixar les mostres amb PFA 4% durant 30 minuts a temperatura ambient.

e Aspirar el PFA i fer 3 rentats amb PBS, sense extreure |'Ultim. Tancar la
placa de pous amb parafilm i deixar-ho a al nevera.
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Figura 33. Mostra amb les cél-lules sembrades

3.4.4. Assaig immunohistoquimic

Un assaig immunohistoquimic consisteix en la tincié de diferents components de
les cel-lules adherides a les mostres de titani. En el nostre assaig es fara la tincio
dels nuclis i dels filaments d’actina. Un cop tenyits aquests components, es podra
realitzar un comptatge per tenir resultats de I'assaig d’adhesié cel-lular.

e Abans de comencar l'assaig cal tornar a fixar les mostres tal i com s’ha fet
a 'tltim pas de l'assaig d’adhesid.

e Un cop passats els 30 minuts de la fixacié es faran 3 rentats de 5 minuts
amb 500 pL/pou de PBS-Gly. La presencia de la glicina ajuda a amortir la
fluorescencia que s’ha detectat al paraformaldehid.

e Afegir 500 pyL/pou de triton 0,05% en PBS durant 20 minuts. El triton és
un detergent que forma porus a la membrana, que augmentaran la
permeabilitat de la membrana i permetran la difusié de les proteines.

e Rentar les mostres 3 vegades durant 5 minuts amb 500 uL/pou de PBS-
Gly.

e Afegir 500 uL/pou de BSA 1% en PBS durant 30 minuts. Aquesta etapa de
bloqueig ens assegura que no es crearan interaccions inespecifiques a les
etapes segiuents.

e Rentar les mostres 3 vegades durant 5 minuts amb 500 uL/pou de PBS-
Gly.

e Posar 100 pL/pou de triton al 0,05% amb fal-loidina - rodamina (1:300)
durant una hora. A partir d’aquest pas en endavant, es faran tots els
passos a la foscor.

La fal-loidina - rodamina és una variant de la microtoxina fal-loidina que s’uneix
als microfilaments d’actina i que esta marcada amb un compost organic
heterociclic fluorescent, que en aquest cas sera la rodamina. Aquesta fal-loidina -
rodamina sera |I'encarregada de marcar els filaments d’actina de color vermell.

e Rentar les mostres 3 vegades durant 5 minuts amb 500 uL/pou de PBS-
Gly.

e Afegir DAPI (1:1000) en PBS-Gly durant 2 minuts

El DAPI és un marcador fluorescent que te una gran capacitat de passar per la
membrana cel-lular i que te una gran afinitat pel nucli cel-lular. El DAPI és
I'encarregat de marcar e nucli cel-lular de color blau.

e Rentar les mostres 3 vegades durant 5 minuts amb 500 uL/pou de PBS-
Gly.
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e Enganxar les tres mostres de cada control a un portaobjectes amb celo de
doble cara.

e Afegir una gota de mowiol a cada mostra i tapar-la amb el cobreobjectes.
e Guardar les mostres ala foscor i a 4°C.

Per tal de poder extreure els resultats de |'assaig d’adhesié caldra utilitzar un
microscopi que ens permetra veure per separat els nuclis i els filaments d’actina
tenyits a la immunohistoquimia. Per tal de poder visualitzar les imatges s’ha
utilitzat el microscopi vertical NIKONE60O i el software CellNF.

Per tal d’enregistrar les imatges, s’han utilitzat dos augments diferents. En cas
dels nuclis, tenyits de color blau i que sdn visualitats amb el filtre A, utilitzarem
10 augments i per visualitzar els filaments d’actina, tenyits de color vermell i que
son visualitzats amb el filtre G-2A, utilitzarem 20 augments.

Figura 34. Nuclis de les cel-lules Figura 35. Filaments d’actina
de les cel-lules.

3.5. Caracteritzacid biologica bacteriana

3.5.1. Introduccio als cultius bacterians

L'assaig d’adhesid bacteriana es realitzara amb bacteris Streptococcus
sanguinis. Aquests bacteris gram positius sdn molt freqients a la placa dental
sana i soén considerats com a colonitzadors primaris en la formacié de biofilm. Es
a dir, s'adhereixen primer a la pel-licula salivaria i interaccionen amb els
colonitzadors secundaris, alguns d’ells patogénics de malalties com la
periimplantitis.

L'eleccié dels S.sanginis és degut a que ens interessa evitar I'adhesié primaria
dels bacteris a I'implant i aixi evitar la formacié d’aquest biofilm, i aquest sén un
dels bacteris més comuns.

Els S.sanginis son uns bacteris gram-positius que constitueixen una part
important de la flora microbiana normal del ser huma. Es el primer bacteri en
colonitzar la superficie dental, o que pot provocar |'aparicié de caries dentals,
malalties periodontals, entre d’altres.

Aquest bacteri es troba majoritariament en la cavitat bucal, a I'espai que es
forma entre la geniva i la corona de la dent.
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3.5.2. Preparacio6 prévia a l'assaig
Preparaci6é del medi Todd-Hewitt

Les bactéries necessiten un medi on poder créixer i reproduir-se. En el nostre
projecte utilitzarem medi Todd-Hewitt (Brou Todd-Hewitt de Scharlab, Scharlab
SL, Sentmenat, Espanya). Aquest medi de cultiu permet el desenvolupament de
bacteries de creixement rapid i nutricionalment exigents.

Aquest medi esta compost per:

e Infusid cervell cor i de peptona: Proveeixen a les bacteries de nitrogen,
vitamines i aminoacids.

e Glucosa: Energia en forma d’hidrats de carboni fermentables.
e Clorur de sodi: Manteniment el balang osmotic.

e Fosfat de sodi: Neutralitzacié dels productes acids generats a partir de la
fermentacio de la glucosa.

e Carbonat sodi: Evitar la destruccié de les hemolisines produides per els
microorganismes i permetre la seva tipificacié serologica.

Per tal de crear aquest medi, s’ha d’afegir a un pot, 36,4 g de medi Todd-Hewitt
per a cada litre d’aigua destil-lada. Com que aquest medi es treballara a una
campana, caldra esterilitzar-ho amb |'autoclau Presoclave - II (Grupo Selecta,
Espanya).

Preparacié de medi Todd-Hewitt amb Agar

L'assaig d'adhesid es realitza en unes plaques. Per tal que els bacteris puguin
créixer en aquesta placa necessiten medi, perd0 aquest necessita estar en un
estat solid per poder comptar amb claredat la quantitat de colonies formadores
que hi ha. Per tal que aquest medi es torni solid s’utilitza I’agar. L’agar, un agent
gelid molt utilitzat per medis solids o semisolids, es un hidrocoloide derivat de les
algues vermelles. L'agar és utilitzat per les seves propietats fisiques Uniques; es
fon a 100 graus i roman en estat liquid fins a refredar-se a 40 graus, quan es
torna en una substancia gelatinosa. A més, no pot ser metabolitzat per la
majoria de bacteris, el que fa que sigui un medi relativament inert, fet que
provoca que mantingui els nutrients que es troben a la solucié aquosa, que en
aquest cas serien els nutrients del medi Todd-Hewitt.

El procés per realitzar aquest medi és el mateix que el de la preparacié de medi
liquid, perd en aquest cas, per a cada litre d’aigua destil-lada si ha d’afegir 15 g
d’Agar.

Preparaci6 de les plaques

Per preparar les plaques cal abocar el medi Todd-Hewitt amb Agar a les plaques,
de manera que el medi no superi la meitat de l'alcada de la placa. Per tal de
poder optimitzar el procés, s’apilen les plaques formant una piramide. D’aquesta
manera, s’evita que I'aigua de la condensacié es quedi a la tapa de la placa i corri
el risc de caure al medi.
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Un cop apilades totes les plaques esperem una hora aproximadament a que el
medi gelatinds es solidifiqui. D’'aquesta manera, podem tapar i moure les plaques
sense que el medi perdi la seva forma.

Una vegada tapades les plaques es posen a dins la bossa, es giren al revés, per
evitar que la possible aigua de la condensacid caigui a la placa, i es guarden a la
nevera o a temperatura ambient. Aquestes plaques es poden emmagatzemar a
40C com a maxim durant 3 mesos.

Figura 36. Exemple de placa amb medi i agar.

Preparaci6 de I'inocul

Per tal de preparar I'inocul, partim de S.sanguinis (CECT 480, Coleccién Espafiola
de Cultivos Tipo (CECT), Espanya) congelats. Un cop descongelats, a un falcon
de 15 mL si afegeix 10 mL de medi Todd-Hewitt i 50 yL de bacteris. Sempre
realitzarem l'inocul el dia anterior i I'incubarem a 37°C.

Figura 37. Inocul amb bacteris precipitats al fons
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Canvi de medi

En cas que es prepari I'indbcul un temps abans de realitzar I'assaig, i de la
mateixa manera com passa amb les cel-lules, el medi de l'inocul s’haura de
canviar.

Per tal de realitzar aquest canvi de medi, només caldra posar 5 mL de medi
Todd-Hewitt a un falcon de 15 mL i traspassar 5 mL del medi amb els bacteris un
cop passat per el vortex, per tal de resuspendre els bacteris que puguin haver
precipitat. Reomplim amb 5 mL de medi el falcon amb I'inocul “original”, de tal
manera que tindrem dos falcon amb 10 mL cadascun. Un cop es tenen els dos
falcons, es posen a la centrifugadora a 400 rpm durant 10 minuts, es treu el
sobrenedant i es resuspenen amb 10 ml de medi Todd-Hewitt. Un cop acabat
s’han de tornar a posar a la incubadora.

3.5.3. Assaig d’adhesio6 bacteriana
Preparaci6 de I'inocul al 0,2 d’absorbancia

A la literatura s’ha demostrat que per un nivell d’absorbancia de 0,2 per part de
I'inocul és el punt on s’obtenen més unitats formadores de colonies (CFU).
Seguint aquest parametre, el primer pas de |'assaig és decretar aquest 0,2
d’absorbancia. Per tal de calcular el 0,2 d’absorbancia, agafem 2 cubetes d'1 mL
cadascuna. En un hi haura 1mL de medi sol, que sera el que farem servir de
zero, i a l'altre 1 mL de medi amb inocul.

Aquest calcul el realitzarem mitjancant un espectrofotometre, el qual ens
calculara I'absorbancia de la primera mostra amb medi sol, per tenir la referencia
i I'absorbancia de la cubeta amb inocul, la qual volem al 0,2. L'absorbancia es
pot modificar posant medi, en cas que la volguéssim disminuir o posant inocul en
cas que ho volguéssim augmentar.

Els valors acceptables d’absorbancia per a I'assaig d’adhesié oscil-len entre 0,19 i
0,21

Assaig d’adhesio

Per comencar l'assaig d’adhesié bacteriana, esterilitzarem bé les mostres de
titani deixant-les 10 minuts en etanol i els hi farem dos rentats amb PBS. Abans
d’extreure l'Gltim rentat, traspassem les mostres a un altre well plate, aixi
assegurem la maxima esterilitat possible, i hi afegim 1 mL de dissolucié al 0,2
d’absorbancia a cada mostra. En acabat, deixem les mostres durant unes 4
hores a la incubadora a 37°C, ja que s’ha demostrat en estudis anteriors que
I’efecte antibacteria del péptid hLf1-11 es produeix en aquest temps 2.

Durant aquestes quatre hores, es pot aprofitar per preparar el material:
necessitem 1 falcon de 15 mL i quatre eppendorfs per a cada mostra. A cada
falcon s’hi ha de posar 1 ml de PBS i a cada eppendorf 0,9 mL.
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Figura 38. Placa amb bacteris S.sanginis

Un cop passades les dos hores, cal espirar els bacteris i es fan dos rentats amb
PBS per tal d’extreure aquells bacteris que no s’han adherit. Una vegada
finalitzat el rentat, extraiem les mostres de titani de la placa de pous i les
dipositem a dins el falcon corresponent. Posteriorment, agafem 4 falcons i els
aguantem al vortex durant 5 minuts. L'objectiu d’aquest pas és extreure els
bacteris del titani i que es quedin en suspensid en el PBS. D’aquesta manera
podem obtenir els bacteris que s’han adherit a la superficie. Quan acaben els cinc
minuts, rapidament es posen 100 uL del PBS al primer eppendorf, per tal d’evitar
la sedimentacidé dels bacteris, i es realitzen 3 dilucions consecutives de 1:10 en
els seglients eppendorfs.

Per tal d’acabar, s’agafen 5 L de les dilucions 2, 3 i 4 i es dipositen a |I'area de la
placa corresponent marcada préviament. Un cop aquestes gotes s’han assecat,
es poden deixar les plaques a la incubadora. D’aquesta manera, els bacteris que
estiguin al PBS, podran créixer a la placa gracies al medi amb agar.

Comptatge de les CFU

El comptatge de les colonies de bacteris es realitza 48 hores despreés d’acabar
I'assaig d’adhesié. Aquest comptatge consisteix en comptar les colonies de
bacteries que han crescut a la placa i aixi poder comparar l'efecte antibacteria
del nostre material en les diferents condicions.

3.6. Analisis estadistic

Per tal de presentar resultats estadistics en aquest estudi, s’han realitzat tres
mostres per a cada condicié. Els resultats presentats corresponen a la mitjana
aritmética de I'adquisicié de tres valors per a cada mostra. D’aquesta manera ens
assegurem una repetibilitat i per tant una major exactitud en els valors.

S’ha considerat que hi ha diferéncies estadisticament significatives entre mostres
a partir de valors de confianca del 95%. Aquest analisis estadistic s'ha realitzat
mitjancant el métode ANOVA d’una cua, que és un analisis no parametric, seguit
d’una correccié de Tukey.
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CAPITOL 4:
RESULTAT I DISCUSSIO

4.1. Condicions d’estudi

Per a la realitzacié de cada prova, el conjunt de mostres utilitzades s’han activat i
silanitzat totes a la vegada seguint el mateix procediment, de tal manera que les
divergencies que podem trobar a cada condicié s6n minimes. D’aquesta manera
minimitzem les possibles discrepancies i anul-lem la possibilitat d’obtenir
resultats molt diferents degut a divergencies del procediment de tractament
quimic.

Amb l'‘objectiu de poder comparar aquests assaig s’han agafat mostres de
diversos punts control per tal de poder portar un control i extreure conclusions.
Aqguestes punts control sén el que anomenem condicions i s’han utilitzat mostres
en els seguents punts:

e Titani sense polir: Ti_NP

e Titani polit: Ti_P

e Titani activat amb acid nitric: Ti_HNO3

e Titani activat amb acid nitric i silanitzat amb APTES: Ti_APTES

e Titani activat amb acid nitric, silanitzat amb APTES i amb el crosslinker:
Ti_CL

e Titani activat amb acid nitric, silanitzat amb APTES, amb el crosslinker i
funcionalitzat amb el péptid RGD: Ti_RGD

e Titani activat amb acid nitric, silanitzat amb APTES, amb el crosslinker i
funcionalitzat amb el péptid hif1-11: Ti_Lf
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e Titani activat amb acid nitric, silanitzat amb APTES, amb el crosslinker i
funcionalitzat amb la plataforma MH13: Ti_Plat

A més, a l'assaig cel-lular s’han utilitzat altres cadenes bioactives com a control
lineal i que no son especifiques del treball.

e Titani activat amb acid nitric, silanitzat amb APTES, amb el crosslinker i
funcionalitzat amb fibronectina: Ti_FN

4.2. Interferometria

El primer assaig que discutirem és el de rugositat de les mostres, extret per
I'interferometre.

Es pot observar clarament a la figura 39 com la rugositat abans del procés de
polir és molt més elevada que la resta. Aix0 ens demostra que polir és un pas
important per tal de poder obtenir una superficie homogenia, llisa i amb un
efecte mirall adequat, perque després, aquest titani es pugui tractar
superficialment. Tal com s’ha mostrat a estudis previs la rugositat, tot i que no
se sap amb exactitud, a partir d’'uns certs valors nanomeétrics millora I'adhesid
cel-lular i bacteriana 4, °.

Rugositat

1400
1200
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600
400
200

Rugositat {(nm)

Figura 39. Grafica de la rugositat amb la mostra Ti_P. Les condicions agrupades
sota una mateixa lletra es considera que no sén estadisticament diferents
(p>0.05)

Per tal de poder observar amb més precisio els valors de les mostres en diverses
condicions, eliminarem el valor del Ti_P, tal i com es pot veure a la figura 40.

Podem observar com la rugositat en aquestes condicions és molt semblant, ja
que entre la condici®é més rugosa, que seria la titani amb APTES i la condicid
menys rugosa, que seria la mostra amb RGD, hi ha menys de 10 nm de
diferéncia. Aquests resultats indiquen que el procés de funcionalitzacié no afecta
significativament la rugositat de les superficies.
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Figura 40. Grafica de la rugositat sense la mostra Ti_P. Les condicions
agrupades sota una mateixa lletra es considera que no sén estadisticament
diferents (p>0.05)

Per tant, es pot concloure que el procés de polit és eficag, ja que tal i com es pot
apreciar en els grafics anteriors, la rugositat es veu disminuida
considerablement.

Per tal de fer palesa aquesta diferencia de rugositat entra una mostra sense polir
i una mostra polida, a continuaci6 presentem les imatges extretes amb
I'interferometre, amb caracter més qualitatiu.

El primer resultat que presentarem sera la imatge en 2-D de la superficie rugosa
i la superficie polida.
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Figura 41. Imatges en 2-D de la rugositat de les mostres Ti_NP (esquerra) i
Ti_P (dreta)

Tal i com es pot observar a simple vista en aquestes imatges, els colors de la
imatge de la condicid polida sén els que es troben situats més al centre de
I'escala, indicant que la mostra no presenta una rugositat molt significativa, tot el
contrari que la mostra rugosa, que presenta una gran varietat de colors, el que
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implica que hi ha una gran rugositat a la superficie. Per tal d’entendre més bé
aquesta explicacié, a la figura 42 es pot observar una imatge en 3-D de la
mostra rugosa i una de la mostra polida. Tal com s’ha explicat anteriorment, a la
mostra sense polir, podem observar com la mostra conté molts pics i moltes
valls, cosa que provoca aquesta rugositat.

Figura 42. Imatge en 3-D de la rugositat de la mostra Ti_NP (esquerra) i Ti_P
(dreta)

Una altre manera de poder observar aquesta rugositat és observar I'eix X en la
superficie de la mostra i observar les seves variacions, tal i com es pot veure a la
figura 43. Es pot observar com la mostra no polida presenta una gran variabilitat
de valors que oscil-len entre 1 um i -1 pym, partint del fet que el 0 és la superficie
de la mostra. Per contra podem observar com a la mostra polida la rugositat és
molt inferior i generalment és uniforme a excepcié d’algun pic o alguna vall.

Figura 43. Imatges en 3-D de la rugositat de les mostres Ti_NP (esquerra) i
Ti_P (dreta), vist a l'eix de les X.
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4.3. Angle de contacte i energia superficial

El segon assaig consisteix en |'analisi de I'angle de contacte tant per I'aigua com
per el diiodometa i I'analisi dels resultats de I'energia superficial. Primerament,
ens centrarem en els dos assaigs d’angle de contacte i a continuacié en el de
I'energia superficial i aixi poder relacionar els resultats obtinguts.

Angle de contacte

El primer assaig és el de l'angle de contacte per l‘aigua. Tal i com es pot
observar a la figura 44 el procés de polir fa augmentar la hidrofobicitat de la
superficie. No obstant, un cop s’ha fet la silanitzacié i la funcionalitzacié dels
peptids es pot observar com aquesta hidrofobicitat disminueix a nivells del titani
sense polir en cas de les condicions de la silanitzacié i inferior al titani sense polir
per part de les condicions funcionalitzades amb el péptid.

De totes maneres es pot observar com |'angle de contacte amb aigua un cop
comencgats els tractaments superficials no pateix canvis significatius.
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Figura 44. Grafica de I'angle de contacte del titani amb aigua. Les condicions
agrupades sota una mateixa lletra es considera que no sén estadisticament
diferents (p>0.05)

Tal i com s’observa a la figura 44, el rang de valors d’angle de contacte de
I'aigua oscil-la entre els 83,6° que ens dona el titani polit i els 57,379 que ens
presenta la plataforma. L'activacié amb nitric redueix significativament I'angle de
contacte del titani polit, és a dir, fa la superficie més hidrofilica. Aquest resultat
indica que aquest tractament serveix per netejar la mostra i generar grups
hidroxils a la superficie, que son polars. La silanitzaci6 amb APTES, per contra,
augmenta els valors de I'angle de contacte. Aixd és logic ja que els silans soén
molécules hidrofobiques. La presencia de les biomolécules, redueix en tots els
casos els valors d’angle de contacte respecte al mostra silanitzada. Aixo és degut
al caracter hidrofilic de les molecules peptidiques.
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Es pot observar com la variacié6 entre els valors obtinguts de les superficies
funcionalitzades amb péptids no és estadisticament significativa.

L'altre angle de contacte que s’ha realitzat és el del diiodometa. Tal i com es pot
observar a la figura 45, aquest varia molt menys que lI'angle de contacte obtingut
amb l'aigua. Es pot observar com un cop polida la mostra I'angle de contacte
roman bastant estable, només augmentant una mica durant la silanitzacié. Cal
remarcar que l'angle de contacte dels tres péptids és practicament invariable.
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Figura 45. Grafica de I'angle de contacte del titani amb diiodometa. Les
condicions agrupades sota una mateixa lletra es considera que no sén
estadisticament diferents (p>0.05)

Aixi doncs, el procés de funcionalitzacié de les mostres, afecta clarament la
mullabilitat de les mostres amb un liquid polar com és l'aigua, perdo no quan
s’usa el diiodometa.

Energia superficial

L'altre resultat obtingut en aquest assaig, de manera indirecta, és l'energia
superficial. A més, per aquesta energia superficial en tenim les seves
components polar i dispersiva. A la figura 46 podem observar els resultats
obtinguts.

Es pot observar com I'energia superficial augmenta en les mostres
funcionalitzades amb péeptid en comparacid6 amb les altres condicions. Podem
veure com la diferéncia entre la mostra no polida i la polida és practicament
invariable. Per contra, en activar-la amb el nitric aquesta energia superficial
augmenta, per després tornar a disminuir amb I'’APTES. A partir d’aquest punt,
podem observar un creixement progressiu per a cada mostra control que es
realitza assolint, aixi, el punt de major energia superficial amb la mostra
funcionalitzada amb la plataforma. Es pot veure com una disminucié en l'angle
de contacte de l'aigua es relaciona amb un augment en l'energia superficial de
les mostres.
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Figura 46. Grafica de I'angle de contacte del titani amb aigua. Les condicions
agrupades sota una mateixa lletra es considera que no sén estadisticament
diferents (p>0.05)

Aqguestes variacions de l’energia superficial no son els Unics resultats que es
poden extreure en aquest assaig. Per tal de poder extreure altres conclusions, es
poden observar les seves components polar i dispersiva. Es pot observar com
I'energia superficial és la suma de les dues components. Tot i aixo,
qualitativament es pot observar com les components no segueixen la mateixa
tendencia que segueix I’'energia superficial.

Primer analitzarem la component dispersiva. Podem observar com tot i tenir els
valors més alts en les mostres funcionalitzades amb péptid i amb la plataforma,
no té la mateixa tendéncia creixent que es presenta a I'energia superficial.

Es pot veure com, a diferéncia de I'energia superficial i de la component polar,
els processos de polir i d'activacié augmenten aquesta component dispersiva. Tot
el contrari succeeix en les condicions de la silanitzacid, on tant la condicié APTES
com la condicid CL disminueixen l’energia respecte |'activacié. Tal i com s’ha
comentat abans, un cop finalitzada la silanitzacié es pot observar com la
funcionalitzacié amb péptids fa augmentar aquesta component dispersiva.

A diferéncia de la component dispersiva, la component polar segueix una
tendéncia més semblant a la de I'energia superficial. Tal com passa amb |’'energia
superficial, el procés de polir fa disminuir els valors de la component polar,
augmenta amb l'activacié i torna a disminuir amb la presencia de I'’APTES. Un
cop afegit el crosslinker, perd, es pot observar aquesta tendencia creixent que
també es pot observar al grafic de I'energia superficial, i amb no tanta claredat a
la component dispersiva.

Aqguests resultats indiquen que les variacions en |I'energia superficial sén degudes
principalment a variacions en la seva component polar, és a dir en canvis en la
hidrofilicitat de les mostres.
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4.4. SEM

Per a l'assaig del SEM s’han obtingut imatges a 1.000, 5.000, 20.000, 100.000 i
200.000 augments. Tot i aquesta gran varietat d’imatges obtingudes, a
continuacid presentarem aquell conjunt d’'imatges que poden ser més rellevants
0 que ens poden aportar més informacié. Aquestes imatges seran les de 5.000 i
les de 20.000 augments. Les imatges obtingudes restants no seran presentades
ja que no aporten cap informacié addicional. En aquestes imatges es pot
observar com els processos i tractaments superficials no tenen cap efecte visual
en la superficie del titani.

En aquestes imatges es pot observar, i enllacant els resultats amb els obtinguts
a l'interferometria, que la superficie del titani en cap cas esta polida amb
perfeccid. A diverses imatges es pot observar com en aquesta superficie hi ha
algunes perforacions que correspondrien a alguna ratllada. No obstant es pot
observar com el procés de polit aporta un canvi molt significatiu en la morfologia
de titani respecte a les mostres no polides.

En algunes altres imatges, es pot observar com hi ha petits elements que no
formen part de la superficie. Aquests elements correspondrien a elements
contaminants o externs als tractaments superficials.

Primer presentarem les imatges a 5.000 augments.

Figura 47. Imatge de la mostra Figura 48. Imatge de la mostra Ti_P

Ti_NP a 5.000 augments a 5.000 auaments

Figura 49. Imatge de la mostra Figura 50. Imatge de la mostra
Ti_APTES a 5.000 augments Ti_RGD a 5.000 augments
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A continuacid presentarem les imatges de les condicions a 20.000 augments. De
la mateixa manera que passa amb les imatges a 5.000 augments, només
apreciem canvis significatius a la superficie de titani al passar d’una superficie
rugosa a una superficie polida. La resta de condicions no presenten canvis
significatius a la seva superficie.

Aquestes imatges al tenir uns augments més elevats, no observem possibles
imperfeccions com podrien ser ratllades, perd es pot observar amb més claredat
les particules contaminants.

Figura 51. Imatge de la mostra de Figura 52. Imatge de la mostra de
Ti_NP a 20.000 augments Ti_P a 20.000 augments

Figura 53. Imatge de la mostra de Figura 54. Imatge de la mostra de
Ti_APTES a 20.000 augments Ti_RGD a 20.000 augments
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4.5. XPS

Un altre assaig que s’ha realitzat en el projecte és el de I'XPS. Aquest assaig
consisteix en un rastreig mitjancant rajos-X de la superficie per tal de poder
obtenir-ne la composicid quimica. Per tal de poder extreure conclusions
presentarem el % de composicié de cada material a la superficie de la mostra de
titani. Aquest assaig només ens permet observar fins a una certa profunditat de
la superficie.

Els resultats es poden observar a la taula seglent.

Taula 6. Taula de components i volums per a 50 mL de medi McCoy.

Condicid C1s N 1s 0O 1s Si 2p Ti 2p
Ti_HNO3 29,46 + 5,88 1,26 £ 0,30 52,91 + 3,41 0,16 £ 0,16 16,21 + 2,15
Ti APTES 51,02+ 1,67 8,89+ 1,05 25,57 + 3,02 12,97 + 1,54 1,55 + 1,22
Ti_CL 53,77 £1,73 9,12+ 0,44 24,45+2,39 11,95+0,89 0,71 £ 0,64
Ti_RGD 46,26 £ 0,58 7,32+ 0,92 34,75+ 1,66 7,08 £ 0,91 4,60 £ 0,73
Ti_Lf 45,01 £ 0,93 8,21 £0,38 34,55+ 0,99 7,78 £0,34 4,44 £ 0,64
Ti_Plat 46,80 + 1,78 8,34 +0,62 33,41+ 1,91 8,03 £ 0,28 3,43+ 0,77

Es pot observar com a la mostra control, Ti_HNO3, hi ha les senyals d’oxigen (O
1s) i titani (Ti 2p), corresponents a la capa de TiO,. A més també s’observa la
presencia de carboni, degut segurament a la deposici6 de contaminants
atmosferics a la mostra, ja que la condicié activada amb nitric no hauria de
presentar carboni a la seva superficie. A les altres mostres aquest senyal
augmenta ja que totes les molécules que s’uniran progressivament a la superficie
presenten molécules de carboni.

El cas del nitrogen ens indica que hi ha hagut el procés de silanitzacid, ja que
I’APTES, el crosslinker i els peptids contenen grups amb nitrogen a la seva
estructura. Aquest fet ens explica el fet que al Ti_HNO3 té molt poc nitrogen a la
seva superficie i en canvi a les altres condicions aquest % augmenta.

El cas de l'oxigen és invers al del nitrogen. Es pot observar com al control
Ti_HNO3 hi ha una elevada quantitat d’'oxigen degut a que |'assaig detecta I'0xid
de titani i els grups —OH que s’han format en |’activacié. Per contra, un cop es
comenca a silanitzar i a crear capes sobre aquesta base, I'oxigen queda “tapat” i
I'equip no el detecta amb tanta claredat. A I'hora de funcionalitzar els peptids
aquesta concentracié torna a augmentar lleugerament.

El silici és també un clar exemple de la silanitzacid ja que aquest element es
troba principalment en aquest procés. Aixd fa que el Ti_HNO3 practicament no
presenti silici a la seva superficie. En canvi al Ti_APTES i el Ti_CL es pot observar
un augment considerable de la presencia de silici. Després, un cop funcionalitzats
els peptids, podem observar com aquesta concentracié disminueix, ja que no
esta tant exposat degut a que hi ha els péptids i la plataforma a sobre.
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Per acabar, podem observar com la preséncia de titani a la superficie segueix
una tendeéencia similar a la de I'oxigen explicada anteriorment. Podem veure com
a la superficie activada amb nitric la preséncia de titani és molt elevada. No
obstant, un cop es comencen a crear capes a sobre, la concentracié de titani
disminueix considerablement, ja que aquest titani queda tapat.

4.6. Assaig d'adhesio cel-lular

Per poder confirmar que aquesta plataforma actua correctament, i per tant,
adquireix les propietats de millorar I'adhesié cel-lular i reduir I'adhesid bacteriana
dels péptids, s’ha procedit a realitzar un estudi cel-lular i un estudi bacteria.

El primer del que presentarem resultats és |I'assaig d’adhesio cel-lular.

Es sabut en molts estudis que el péptid RGD sol té un efecte molt positiu en
I'adhesié cel-lular i que la lactoferrina no té capacitat per millorar I'adhesio
d’osteoblasts. Per aix0, es parteix de la hipotesi que la plataforma ha de tenir un
comportament similar al que s’obtingui amb el titani funcionalitzat amb el peptid
RGD.

En aquests assaigs es pretén veure el nombre de cél-lules adherides a la mostra,
i I'area de les seves cel-lules. Ambdds grafics han de tenir una tendéncia similar,
ja que el fet de promoure I'adhesio cel-lular implica que les cél-lules es troben
més “comodes” ja que tenen una interaccié positiva amb receptors cel-lulars
d’adhesid, les integrines fet que provoca que s’estiren més, fent que la seva area
sigui superior a les mostres que no continguin senyals que promoguin la seva
adhesié correctament, fet que fara que no s’estirin i per tant I'area sigui menor.

A més en aquest assaig s’ha assignat un control d’adhesié, que correspon a la
fibronectina i que ens servira per comprovar que les mostres han estat
processades correctament i poder tenir un valor d’adhesi6 maxima i aixi poder
comparar els resultats obtinguts.

Del primer assaig que es va realitzar se’'n van extreure els resultats presentats a
la figura 55. Tal i com es pot observar, obtenim un grafic que concorda amb les
idees exposades anteriorment a la hipotesi de treball. Es pot observar com la
mostra control i activada només amb nitric no promou I'adhesié cel-lular, tot el
contrari que la mostra amb fibronectina (el control positiu) en la que s’obtenen
uns valors molt elevats. Partint d’aquesta base, podem observar com les tres
mostres funcionalitzades amb peptids ens donen uns valors compresos entre
aquests dos valors. Tal com s’ha explicat anteriorment, podem observar com la
mostra amb el péptid hLfl1-11 té uns valors baixos, degut a que no promou
I’'adhesié cel-lular. Per contra, es pot observar com el Ti_RGD, té uns valors
superiors al Ti_Lf, ja que promou l'adhesid cel-lular. Finalment es pot observar
com els valors obtinguts en el Ti_Plat sdn molt similars als obtinguts al Ti_RGD,
cosa que confirma la hipotesis realitzada al principi.
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Figura 55. Assaig d’adhesio cel-lular (1). Nombre de cél-lules. Les condicions
agrupades sota una mateixa lletra es considera que no sén estadisticament
diferents (p>0.05)

Encara que les tendéncies son evidents, un analisi estadistic d’aquestes dades
indica que les diferencies entres les mostres funcionalitzades no sén
estadisticament significatives.

En aquest assaig la tincid de les arees no es va produir correctament i per tant
no es va poder mesurar |'estirament de les cel-lules adherides.

Per tal de poder comprovar la reproductibilitat d’aquests resultats, es va realitzar
un segon assaig d’adhesid, els resultats del qual es poden trobar a la figura
segulent.

A simple vista es pot observar que la tendéncia dels resultats concorda amb els
obtinguts a |'assaig anterior.
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Figura 56. Assaig d’adhesié cel-lular (2). Nombre de cél-lules. Les condicions
agrupades sota una mateixa lletra es considera que no sén estadisticament
diferents (p>0.05)
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D’aquesta manera podem observar com de nou el Ti_HNO3 segueix essent el
valor més baix i que no promou l'adhesié cel-lular, i el Ti_FN és el més elevat ja
que correspon al maxim d’adhesid cel-lular. Tal i com passa amb l'assaig anterior
els tres valors de les mostres funcionalitzades amb péptid donen valors d’adhesid
compresos entre els dos controls. La presencia de RGD augmenta
significativament I'adhesié cel-lular en comparacié amb el control Ti_HNO3. La
plataforma, que conté el motiu RGD també millora I'adhesié, tot i que no
significativament. La lactoferrina ddéna els valors més baixos d’adhesié de la
series de péptids.

Per tant en aquest segon assaig d’adhesid s’ha pogut demostrar la correcta
tendencia de les mostres.

A més, en aquest segon assaig s’ha pogut visualitzar |'area de les cél-lules de tal
manera que ens ha permet extreure uns altres resultats (figura 57).
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Figura 57. Assaig d’adhesio cel-lular (1). Area de les cél-lules. Les condicions
agrupades sota una mateixa lletra es considera que no sén estadisticament
diferents (p>0.05)

D’aquesta manera, podem observar com el comportament i l'estirament
d'aquestes cel-lules segueix la mateixa tendencia que els resultats obtinguts en
I'assaig de comptatge. De la mateixa manera que s’ha vist en els assaigs
anteriors podem observar com el Ti_HNO3 té el valor mes baix i el Ti_FN el més
elevat. Tal i com ha passat en els assaig anteriors, el valor obtingut per el
Ti_RGD i el Ti_Plat és molt semblant, cosa que ens indica que les dues moléecules
tenen una capacitat per adhesiva similar. En el cas de la Ti_Lf s’‘observa que tot i
haver-hi un cert augment en I'adhesié cel-lular per comptatge de nuclis (figures
55 i 56), aquesta unid no es tradueix en un augment en l'estirament cel-lular.
Aix0 indica que els valors observats d’augment d’adhesié cel-lular es deuen a
processos inespecifics i no a la preséncia de senyals d’activacié cel-lular, tal i com
si passa amb el peptid RGD i amb la plataforma.
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A més, i per tal de comprovar que aquesta tendéncia no varia, s’ha realitzat un
tercer assaig d'adhesié que no s’ha presentat en el treball, perd que confirma la
tendéncia obtinguda en els dos assaigs anteriors tant en |'assaig d’adhesié de
cel-lules com en l'area d'aquestes cel-lules.

A continuacid i per tal de poder fer més visual els resultats comentats en aquesta
seccid es presentaran les imatges obtingudes a |'assaig d'immunofluorescéncia i
on es podran apreciar les conclusions extretes.

Ti_HNO3 Ti_HNO3

Ti_FN Ti_FN

Ti_RGD Ti_RGD
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Ti_Lf Ti_Lf

Ti_Plat Ti_Plat

Figura 58. Imatges de cada control realitzades amb el microscopi
d'immunofluorescéncia

4.7. Assaig d'adhesio bacteriana

L'4ltim assaig que s’ha dut a terme en aquest projecte és l'assaig amb bacteris,
el qual ens permet comprovar si la plataforma presentava la propietat
antimicrobiana que presenta la lactoferrina sola.

En aquest assaig partim de la hipotesi que totes les mostres han de tenir una
quantitat de bacteris adherits elevada amb I’'excepcié de la mostra Ti_Lf i la
mostra Ti_Plat, les quals tenen propietats antibacterianes.

Per tal de poder observar aquesta caracteristica antibacteriana, el que farem
sera un comptatge de les CFUs. Aquestes CFUs corresponen a les unitats
formadores de colonies que es formen a la mostra.

Un cop realitzat I'assaig i comptades les CFU que hi havia a cada placa, s’han
extret els resultats que es poden observar a la figura 59.
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Figura 59. Assaig d’adhesié bacteriana. Nombre de CFUs. Les condicions
agrupades sota una mateixa lletra es considera que no sén estadisticament
diferents (p>0.05)

Podem veure com el Ti_HNO3 presenta una gran adhesidé bacteriana, i que el
segon valor més elevat és el del Ti_RGD. Aix0 succeeix perque cap de les dos
superficies conté cap component amb caracter antibacteria.

També podem observar com el valor obtingut per el Ti_Lf i el Ti_Plat és inferior a
aquests dos. Aquesta tendencia decreixent que es mostra és el canvi que
s’esperava, ja que les mostres que contenen el péptid hLfl-11 a la seva
superficie si tenen un component antibacteria.

Per contra, pero, podem observar que el Ti_APTES que a priori no s’esperava que
tingués un efecte antibacteria presenta valors inferiors al Ti_Lf. Aquest efecte
podria ser degut a una interaccié electrostatica inespecifica entre els bacteris
(que tenen a la seva membrana grups amb carrega negativa) i I'’APTES (que té
grups amino carregats positivament).

Aquests resultats s’han intentat reafirmar en dos assaigs més d’adhesid
bacteriana. En els assaigs posteriors s’ha pogut confirmar [|‘activitat
antibacteriana de la plataforma, pero sorprenentment, el peptid lactoferrina ha
donat valors alts d’adhesié bacteriana (no s’ha detectat inhibicid), contrariament
al que s’esperaria per la seva activitat antibacteriana descrita a la literatura.

Aqguest problema pot ser degut a la contaminacié d’aquest peptid, ja que el fet de
congelar-lo i descongelar-lo cada vegada en un ambient no esteril, fa que
aquesta esterilitat es perdi i pugui ser contaminats amb més facilitat.

Una altre possible causa seria una possible contaminacié de les plaques ja que no
totes han estat guardades en condicions oOptimes (a 4°C) i n’hi havia que
presentaven una certa rugositat degut al flux de la campana creat durant el
procés de solidificacio de I'agar.
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Per tal de poder assegurar i comprovar que els resultats obtinguts en aquest
assaig son correctes, s’hauria de repetir I'assaig, partint de plaques noves, i re-
esterilitzant els peptids per tal d’assegurar que la possible contaminaciéo que han
sofert les mostres no provingui del pas de la funcionalitzacié.
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CAPITOL 5:
ANALISIS DE L'IMPACTE
AMBIENTAL

Aquest projecte s’ha realitzat amb la voluntat de minimitzar el maxim possible
I'impacte ambiental.

Els residus solids i que no han estat en contacte amb cap substancia perillosa
s’han dipositat a uns cubells de brossa que es troben repartits per el laboratori. A
més, el laboratori disposa de cubells de reciclatge de paper, cartré i plastic, per a
productes més generals. El mateix laboratori també disposa d’un cubell especific
per els objectes de vidre.

Pel qué fa als residus liquids, un cop utilitzats es dipositen en uns envasos de
polipropilé especifics. Aquests envasos estan identificats i separats en funci6 dels
liguids que contenen a dins. D’'aquesta manera, l’etanol, l'acetona, els
dissolvents no halogenats utilitzats en els rentats i els acids van separats evitant,
aixi, interaccions indesitjades i que poden provocar reaccions no desitjades.

Els residus solids esterils i no perillosos perd que han estat en contacte amb
productes bioldgics com podrien ser pipetes, puntes, falcons..., i que es troben
en les campanes de cultius, tant cel-lulars com bacterians, sén dipositats a un
contenidor de brossa especific. Un cop el cubell esta ple, aquesta brossa
s’esterilitza mitjancant una autoclau.

Finalment, els productes solids i perillosos, com podrien ser les agulles de les
xeringues, un cop utilitzades, sén dipositades a un cubell especial que es troba a
dins la campana.
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CAPITOL 6:
CONCLUSIONS

Durant el projecte s’han obtingut una series de resultats experimentals que ens
han permes arribar a una séries de conclusions final.

S’ha pogut comprovar com els diferents tractaments superficials i quimics no
alteren la rugositat de la mostra, tot i que si afecten a la mullabilitat. Tal com
s’ha explicat anteriorment, aquest efecte en la mullabilitat ha estat demostrat a
la literatura i per tant podem concloure que els tractaments han fet el seu efecte
i actuen correctament.

A més, s’ha comprovat que per separat, els peptids realitzen la funcié biologica
per a la qual van ser dissenyats. Es pot dir que el peptid RGD millora I'adhesio
cel-lular en comparacié a les altres condicions i que el péptid hLf1-11 redueix
I'adhesié bacteriana en comparacié les altres condicions.

Per acabar, també es pot afirmar que la superficie de titani mostra una
multifuncionalitat donada per I'Us de la plataforma. Aquesta plataforma, que
presenta un motiu d’adhesiod cel-lular i un antibacteria, ha donat lloc a:

- Uns valors d’adhesid cel-lular semblants als obtinguts amb el péptid RGD

- Uns valors d’activitat antibacteriana similars o fins i tot millors que als
obtinguts amb els péptid hLf1-11.

Per tant podem extreure com a conclusié principal, que I’Us de la plataforma amb
la combinacié dels dos peptids és completament funcional i dota la superficie del
titani del caracter antimicrobia que li aporta el peptid hLf1-11 i que a més millora
la capacitat d’adhesié de les cel-lules, activitat provocada per el peptid RGD. Aixi
doncs, aquesta estrategia de funcionalitzacié podria utilitzar-se per millorar la
capacitat osteointegrativa dels implants dentals.
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