Respuesta biologica in vitro

del titanio grado médico.
Estudio comparativo de cuatro tratamientos

superficiales

Ensayos in vitro

OBJETIVO

Determinar los cambios en la respuesta biolégica in vitro del Ti6AI4V al aplicar
cuatro tratamientos superficiales, mediante la determinacion de la energia libre
superficial, la adsorcion y organizacion de fibronectina y la proliferacion de fi-

broblastos.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las muestras

Se emplearon discos de Ti6Al4V ELI de 2 mm de espesor y 10 mm de diame-
tro para su posterior uso en todos los ensayos descritos en el presente informe.
A continuacion se describe la preparacion de cada una de las muestras estu-

diadas.

a) Superficie pulida (P)
Las muestras se pulieron mediante la aplicacion sucesiva de distintos pa-
peles de carburo de silicio. Seguidamente se pulieron con Y-alumina.

b) Superficie chorreada (S)
Las muestras se trataron con un proceso de shot-blasting utilizando parti-

culas de corindon blanco.

c) Superficie anodizada (P/A)
En primer lugar las muestras se pulieron siguiendo el procedimiento descri-
to en el apartado a). A continuacién se procedio al anodizado de las mues-
tras, conectandolas en el polo positivo (anodo) de una fuente de alimenta-

cion de corriente continua y sumergiéndola en un electrolito conductor.

d) Superficie Biomimetic Advanced Surface (BAS)
Los discos se trataron con el procedimiento descrito en el apartado b) y
posteriormente se anodizaron segun el apartado c) considerando el incre-
mento de area real producido por el tratamiento de shot-blasting. En el es-
tudio se indica como S/A (BAS).
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Figura 1. Microscopio electrénico Jeol JSM-640

Después de aplicar el tratamiento superficial correspondiente, cada muestra se
lavd primero con acetona y después con etanol en ultrasonidos durante 10 mi-

nutos.

Microscopia electrénica de barrido

Se empled el microscopio electronico de barrido JSM-640 (Jeol, Japon)
(fig. 1) para obtener imagenes de las superficies preparadas aplicando un po-
tencial de aceleracion de 20kV. También se hizo uso del detector EDS (Ener-
gy Dispersive X-Ray Spectroscopy), integrado en el microscopio, para analizar

semicuantitativamente cada una de las superficies estudiadas.
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Interferometria

Se caracterizo la rugosidad de las superficies tratadas mediante el uso de un
microscopio interferométrico WYCO NT 1100 (Veeco, USA) funcionando en
modo VSI (Vertical Scanning Interpherometry) (fig. 2). Los parametros superfi-

ciales obtenidos se resumen en la Tabla 1.

Figura 2. Microscopio interferométrico
WYCO NT 1100.
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Rt Maxima distancia entre el
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profundo
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Tabla 1. Descripcién de los pardmetros superficia-
les obtenidos mediante interferometria éptica.



Ensayo del angulo de contacto y de la energia libre superficial

La determinaciéon del angulo de contacto se llevo a cabo mediante el equipo
Data Physics OCA 15 (Data Physics Instruments GMBH, Alemania) con la ayu-
da del software SCA 20. El método utilizado fue el de la gota sésil con un volu-
men de liquido de 2 pl. Los liquidos utilizados fueron agua ultrapura y diiodome-
tano, realizandose las mediciones en atmoésfera saturada del vapor del liquido
empleado a temperatura ambiente. Los valores de la componente polar y dis-
persiva de la tensién superficial para los dos liquidos empleados se muestran
en la Tabla 2.

Agua ultrapura’ 21.8 51

Diiodometano? 50.8 0

Tabla 2. Valores de la componente polar y dispersi-
va de la tensién superficial para los liquidos utiliza-
dos

La determinacion de la energia libre superficial se realizd siguiendo el modelo
propuesto por Owens-Wendt-Rabel-Kaelble (OWRK), que utiliza los angulos

de contacto obtenidos con un liquido polar y uno apolar.
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Ecuacion 1. Modelo generalizado de Owens-Wendt para el célculo de las componentes polar y dispersiva de
la energia libre superficial para un sélido. Siendo: © el angulo de contacto entre el liquido y el sélido; YLy Y's:
tensién superficial del liquido y energfa superficial del sélido respectivamente; y los superindices D y P hacien-
do referencia a la componente dispersiva y polar respectivamente.
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Ensayo de organizacion de fibronectina
Se obtuvo una solucion de fibronectina (FN) a partir de plasma humano median-
te cromatografia en columna (Millipore, USA). Como fase estacionaria\‘ se utilizd

gelatina de sacarosa y como fase movil una solucion 4 ur. \

Las fracciones obtenidas se ajustaron a pH 9 con
La fibronectina se marcé mediante la adicion de 1

bacion de la solucién a temperatura ambiente durante 2 horas.

A continuacion se separd la fibronectina marcada con FITC de la urea y de la
proteina no marcada mediante cromatografia por exclusion de tamafo y se de-

termind su concentracion mediante espectroscopia UV/Vis.

La solucion de fibronectina marcada se diluyo en PBS (tampon fosfato salino)
a una concentracion de 20 pg/ml. Se depositaron 100 pl de dicha solucion so-
bre cada uno de los discos P, S, P/A y S/A (BAS) y se incubé durante 30 minu-
tos a 37° C.

Se empleé dodecil sulfato de sodio (SDS), diluido al 10% en agua y con NaOH
0,2 M para recuperar la fibronectina adsorbida durante una incubacion de 24 h

a temperatura ambiente. Cada experimento se repitio seis veces.

La cantidad de FITC-FN se determino semicuantitativamente mediante espec-
trofluorimetria, utilizando como longitud de onda de excitacion y emision 494 y
518 nm respectivamente. Como blanco se utilizé una solucién al 10% de
SDS.
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~ Wijacién de la fibronectina adsorbida

Para determinar las posibles diferencias generales en cuanto a la organizacién
de fibronectina en las superficies P, S, P/A, S/A (BAS) se siguio el mismo pro-
cedimiento descrito en el apartado anterior para adsorber la FITC-FN (2.5), se
fij6 mediante la incubacion con paraformaldehido al 3% durante 10 minutos y

se lavo con una solucion de glicina 20mM en PBS.

Para la observacion de la FITC-FN fijada se empleé un microscopio confocal

(TCP SP5, Leica, Alemania) con un objetivo de 40 aumentos.

Ensayo de proliferacion de fibroblastos

Se utilizoé un cultivo primario de fibroblastos procedentes del peritoneo de rata
(RPFBs) como linea celular. Las células se mantuvieron en frascos para cultivo
tipo T75 en un incubador humidificado a 37° C en atmosfera de 5% de CO, du-
rante cuatro dias. Se depositaron 10.000 células en cada una de las muestras,
previamente esterilizadas con radiacion gamma a 25 kGy, y sobre TCPS (Tis-
sue Culture Polystyrene) que se utilizo como superficie de control. Después de
4 horas, 24 horas, 3 dias y 7 dias se afiadi6 el reactivo WST (Roche) en cada
uno de los pozos de cultivo con una proporcion de 1:10 y se incub6 durante 1
hora a 37° C y en una atmésfera con un 5% de CO,. A continuacion se toma-
ron 100 pl de cada pozo y se determiné su absorbancia con un espectrofotd-
metro a 450 nm de longitud de onda.
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RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Microscopia electrénica de barrido

Las muestras pulidas (P) presentaban un superficie completamente lisa con la
presencia de algunos defectos puntuales tipicos del pulido (marcas de pulido)
(fig. 3). Las muestras chorreadas (S) presentaban una superficie irregular con
aristas afiladas y zonas brillantes correspondientes a la presencia de particulas
de alumina incrustadas en el metal. La superficie anodizada (A) presentaba una
topografia homogénea formada por poros de 2-4 micras de diametro aproxima-
damente. Las muestras S/A con la superficie BAS ofrecian una micromorfologia
superficial con una rugosidad importante, con la presencia de alguna particula
de alumina embebida en el metal combinado con la presencia de poros debi-
dos al proceso de anodizado. Se observo que las aristas de las microirregulari-
dades de las muestras S/A (BAS) habian sido suavizadas por el proceso de

anodizado, a diferencia de las de la muestra (S), donde eran mas afiladas.

Figura 3. Im4genes de microscopia electrénica de
las superficies estudiadas. A) Pulida, B) Anodizada,
C) Chorreada y D) BAS.
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Figura 4. Detalle de la porosidad de la superficie
Biomimetic Advanced Surface (BAS).

Las muestras pulidas presentaban una composicion quimica correspondiente a
la aleacion Ti6AI4V, con desviaciones debidas a la técnica de analisis utilizada.
Las muestras anodizadas P/A y S/A (BAS) presentaban un contenido parecido
en Ca y P de alrededor del 3% ademas de la presencia de sodio, presente en
varias especies del electrolito. El alto contenido en oxigeno de las muestras
anodizadas se debe a la oxidacion del material y a la formacion, principalmente,
de oxidos de titanio. Las muestras chorreadas presentaban un contenido en
aluminio superior a las pulidas debido a la presencia de particulas de alumina

incrustadas en la superficie.

Interferometria

Como ya mostraron las imagenes de microscopia electronica, el tratamiento de
anodizado por plasma quimico incrementa la rugosidad de las muestras lisas.
Sin embargo, no hay diferencias relevantes en los pardmetros superficiales es-
tudiados entre las muestras chorreadas (S) y las muestras S/A (BAS) (Tabla 3).
Como era de esperar, el tratamiento de chorreado incrementa significativamen-

te la rugosidad.

Beck et al. mostraron un comportamiento similar después de aplicar el anodiza-
do por plasma quimico en superficies lisas y rugosas obtenidas por proyeccion

de particulas de vidrio. [3]

P P/A S S/A
R, 0.19 + 0.04 0.68 £ 0.08 2.93 +0.08 2.89 = 0.07
~ [ T Pl e
q
R 2.55 + 0.71 727 £ 0.64 32.9 £ 1.41 31.5+£2.19

Tabla 3. Parametros topogréficos obtenidos.
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Figura 5. Representacién gréfica de los valores de Ra
obtenidos. Nétese que el tratamiento de anodizado no
causa variaciones significativas en el pardmetro Ra en las
muestras chorreadas.

Determinacion del angulo de contacto y de la energia libre superficial

Para obtener los valores de energia libre superficial para cada una de las cua-

tro superficies estudiadas se utilizé el modelo propuesto por Owens-Wendt. Di-

cho modelo requiere la medida del angulo de contacto con un liquido polar y un

liguido apolar. Por tanto, se determiné el angulo de contacto para cada superfi-

cie con agua (liquido polar) y con diiodometano (la parte polar se considera

despreciable).

La Tabla 4 muestra los valores de los parametros obtenidos para cada una de

las superficies.

© agua

21,01 + 4,29
12,72 £ 3,83
44,37 + 8,37

0

© diiodometano Yrs

32,54 + 5,39 28,74
21,40 + 6,75 30,04
45,58 + 5,08 19,23
15,01 + 7,47 30,99

Y Ts

4713 75,87
49,11 79,15
44,33 63,56
49,95 80,94

Tabla 4. Pardmetros fisicoquimicos superficiales.



Figura 6. Valores del dngulo de contacto medio.

Como se puede observar, el anodizado por plasma quimico disminuye el angu-
lo de contacto (aumenta la hidrofilicidad) de la superficie lisa y de la chorreada.
Este comportamiento se produjo con los dos liquidos empleados. Incluso las
muestras S/A (BAS) presentaron un angulo de contacto de 0° (complete wet-
ting) cuando se utilizé agua para la medicion. El chorreado incremento el angu-
lo de contacto para la superficie no anodizada (P y S), pero increment¢ la hidro-
filicidad en las superficies anodizadas (P/A y S/A (BAS)) (fig. 6).

El anodizado por plasma quimico incremento la energia superficial tanto en las

muestras lisas como en las chorreadas, especialmente en la componente polar. El

incremento de energia superficial fue mayor en las muestras chorreadas (fig. 7)

Figura 7. Valores obtenidos de energfa superficial.
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Existen varios estudios donde se especifica la preferencia de utilizar superficies
con una elevada energia superficial para implantes endodseos, debido a que un
aumento de la hidrofilicidad mejora la interaccion entre el implante y el medio
biolégico, produciendo un incremento en la diseminacion celular y en la capa
celular. [4, 5, 6, 7, 8, 9] Eriksson et al. realizaron ensayos in vivo donde relacio-
naron la hidrofilicidad de un implante y su capacidad de osteointegracion. [10]
Por lo tanto, la hidrofilicidad de una superficie es uno de los factores que deter-
minan la biocompatibilidad de un biomaterial y es directamente dependiente de

la energia superficial.

Organizacion de fibronectina adsorbida (FITC-FN)
La observacion de la FITC-FN adsorbida en las superficies P, P/A, S y S/A

(BAS) se realizé mediante microscopia confocal (fig. 8).

Figura 8. Organizacién de FITC-FN en las muestras
P, P/A, Sy S/A (BAS). Imégenes de microscopia
confocal a 40x.
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Figure 9. Amount of FITC-FN absorbed relative to
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Las superficies P/A, S y S/A tenian un intensidad mayor que las muestras P, in-
dicando una or adsorcion de FITC-FN. Las muestras S presentaban una
distribucion de FITC-FN heterogénea, con puntos con una elevada intensidad,
indicando una mayor acumulacion de fibronectina, y puntos ligeramente oscu-
ros, donde la adsorcion era menos favorable. Las muestras S/A (BAS) mostra-
ban una intensidad mas homogénea que las muestras solamente chorreadas, a
pasear de ofrecer una rugosidad similar, pero con diferencias significativas en
la energia libre superficial (80,94 y 63,56 mN/m respectivamente).

Los resultados cuantitativos de la cantidad de FITC-FN adsorbida se muestran
en la Figura 9. Se aprecia que el tratamiento de anodizado por plasma quimico
incrementa la cantidad de proteina adsorbida comparando las muestras P/A 'y
S/A (BAS) con Py S. El proceso de chorreado duplicé la cantidad de proteina
adsorbida respecto a las muestras P. Hay que considerar que tanto el trata-
miento de chorreado como el de anodizado incrementan el area real de las
muestras, y por tanto las muestras P/A, S y S/A (BAS) ofrecen una mayor su-

perficie disponible para la adsorcién.
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Proliferacion de fibroblastos
Se observé un aumento con el tiempo de la proliferaciéon de las células fibro-
blasticas en todas las superficies estudiadas P, P/A, S y S/A (BAS), siendo la

Unica diferencia entre ellas la velocidad de proliferacion de dichas células.
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