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RESUMEN

Actualmente el titanio es el biomaterial de eleccidén en la fabricacion de implantes
de uso biomédico (dentales u ortopédicos) debido a su biocompatibilidad y alta
resistencia a la corrosion. En el caso de los implantes dentales, aunque poseen una
tasa de supervivencia elevada, aun existen casos en los cuales pueden perderse
debido a un proceso de oseointegracion deficiente en los primeros 6 meses
posterior a su colocacién o0 como consecuencia de un proceso de peri-implantitis, el
cual provoca un proceso inflamatorio de los tejidos blandos circundantes y la pérdida
del soporte del implante oseointegrado. Debido a que el proceso de oseointegracion
se encuentra relacionado con la interaccion que existe entre el biomaterial y el
organismo a través de caracteristicas quimicas y topograficas que el implante posea
en su superficie, se han desarrollado alternativas para la funcionalizacion de
implantes encaminadas a acelerar dicho proceso promoviendo la migracion,
adhesion, proliferacién y posterior diferenciacion de células osteoblasticas, algunos
ejemplos son el grabado acido, arenado, la adicion de iones y la incorporacion de

moléculas bioactivas como los péptidos.

Partiendo de la premisa en cuanto al uso de moléculas bioactivas, nuestros estudios
se centraron en la evaluacion de superficies de Tiy TiO2 funcionalizadas a partir de
la adsorcioén fisica (fisisorcion) del péptido CAPp1s. Esta secuencia peptidica se
deriva de la porcion C-terminal de la proteina de adhesion del cemento radicular
(HACD1/CAP), la cual se encuentra relacionada con el proceso de
biomineralizacion. El estudio consistio en la caracterizacion de superficies de Tiy
TiO2 en presencia y ausencia de péptido a partir de microscopia de fuerza atomica
(MFA), ensayos de mojabilidad, asi como en la cuantificacion de péptido adsorbido
a partir de su marcaje previo con Alexa Fluor 488. Posteriormente, se estudio la
capacidad de CAPp1s como regulador en la formacion y crecimiento de minerales
cuando se encuentra adsorbido a superficies de Tiy TiO2, para ello, superficies con
y sin péptido fueron incubadas bajo condiciones controladas como el pH (~7.4) y
temperatura (37 °C), es decir bajo condiciones cercanas a las fisioldgicas. Se

ocuparon dos disoluciones experimentales: saliva artificial y un buffer con
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sobresaturacion de calcio y fosfato (BSat Ca-PO4). Con la primera disolucion
evaluamos la capacidad de CAPp15 en la promocion de la formacion de mineral y
con la segunda solucion se determiné la capacidad de CAPp1s como un regulador
en la morfologia de los cristales de hidroxiapatita (HA), dado que esta Ultima
solucion es capaz de promover la formacion de dicho mineral, su estudio se centro
Gnicamente al analisis morfolégico de los depdsitos a partir de la microscopia
electronica de barrido. Finalmente, se evalué el efecto de las superficies pristinas y
funcionalizadas con CAPpis en la proliferacion y migracion de fibroblastos

gingivales.

Los resultados demostraron que CAPp1s tiene la capacidad de adsorberse en ambos
tipos de superficies, adsorbiéndose de manera preferencial al TiO2 ademas actuar
como molécula osteoconductora al promover la precipitacion de cristales de
hidroxiapatita carbonatada (principal componente del tejido 6seo humano) y como

molécula bioactiva al promover proliferacion y migracion de fibroblastos gingivales.
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ABSTRACT

Titanium is currently the biomaterial of choice in the manufacture of implants for
biomedical use (dental or orthopedic) due to its biocompatibility and high resistance
to corrosion. In the case of dental implants, although they have a high survival rate,
there are still cases in which they can be lost due to a poor osseointegration process
in the first 6 months after their placement or as a consequence of a peri-implantitis
process, the which causes an inflammatory process of the surrounding soft tissues
and the loss of the osseointegrated implant support. Due the osseointegration
process is related to the interaction that exists between the biomaterial and the
organism through chemical and topographic characteristics that the implant has on
its surface, alternatives have been developed for the functionalization of implants
aimed at accelerating said process promoting the migration, adhesion, proliferation
and subsequent differentiation of osteoblastic cells, some examples include acid
etching, sandblasting, ions addition and the incorporation of bioactive molecules
such as peptides.

Starting from the premise regarding the use of bioactive molecules, our studies
focused on the evaluation of functionalized Ti and TiO2z surfaces from the physical
adsorption (physisorption) of the CAPp15 peptide. This peptide sequence is derived
from the C-terminal portion of the root cement adhesion protein (HACD1 / CAP),
which is related to the biomineralization process. The study consisted of the
characterization of Ti and TiO2 surfaces in the presence and absence of peptide from
atomic force microscopy (AFM), wettability assays, as well as the quantification of
adsorbed peptide from its previous labeling with Alexa Fluor 488. Subsequently, the
capacity of CAPp15 as a regulator in the formation and growth of minerals when it is
adsorbed to Ti and TiO2 surfaces. For this, surfaces with and without peptide were
incubated under controlled conditions such as pH (~ 7.4) and temperature (37 ° C),
that is to say, under conditions close to physiological. Two experimental dissolutions
were used: artificial saliva and a buffer with calcium and phosphate supersaturation
(BSat Ca-POa). With the first dissolution we evaluated the capacity of CAPpis in
promoting mineral formation and with the second dissolution the capacity of CAPp1s
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as a regulator in the morphology of hydroxyapatite (HA) crystals. Due this last
solution is capable to promote the formation of this mineral, their study focused solely
on the morphological analysis of the deposits from the scanning electron microscopy
(SEM). Finally, the effect of pristine and CAPpis functionalized surfaces on the

proliferation and migration of gingival fibroblasts was evaluated.

The results showed that CAPp1s has the ability to adsorb on both kinds of surfaces,
preferentially adsorbing to TiO2 and also acting as an osteoconductive molecule by
promoting the precipitation of crystals of carbonated hydroxyapatite (main
component of human bone tissue) and as a bioactive molecule by promoting

proliferation and migration of gingival fibroblasts.
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ANTECEDENTES

Aspectos biologicos

El periodonto

El periodonto es el conjunto de tejidos encargados de proporcionar soporte y dar
integridad a los 6rganos dentarios a partir de la interaccion que existe entre ellos.
Se encuentra constituido por tejidos de naturaleza blanda como el ligamento
periodontal y la encia, asi como por tejidos duros como el hueso alveolar y el

cemento radicular (Fig.1) [1].

Encia —

Ligamento
periodontal

Cemento

Hueso
alveolar

Fig.1 Distribucion anatémica de los 4 tejidos que componen el periodonto. Imagen tomada de

Periodontologia Clinica e Implantolégica de Lindhe. 6° Edicion.

El ligamento periodontal (LPD)

Tejido altamente especializado en forma de red fibrosa cuya funcion es mantener el
anclaje de los dientes a través del cemento radicular al hueso alveolar,

proporcionando estabilidad y distribuyendo las fuerzas producidas por la
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masticacion. El espacio que abarca el ligamento periodontal es de
aproximadamente 100-400 um; se compone por células Oseas, del cemento,
endoteliales, restos epiteliales de Malassez y principalmente por fibroblastos, los
cuales actian como productores de matriz extracelular y fibras de colagena. La
colagena producida por los fibroblastos es principalmente tipo | seguida por

colagena tipo lll, y en mucho menor proporcion colagena tipo IV, V, VI y XlI [2-6].

Encia

Otro componente periodontal considerado de naturaleza blanda es la encia; la cual
podemos clasificar como encia marginal, adherida e interdental, mismas que varian
con base en su localizacion anatomica, asi como sus caracteristicas histolégicas y
funcionales. De manera general, la principal funciéon de la encia es formar una
barrera contra el dafio mecanico y la penetracion de microorganismos y/o agentes

nocivos [4-6].

Ademas de los tejidos blandos descritos anteriormente; el periodonto, se encuentra
formado por dos tejidos duros o mineralizados: hueso alveolar y cemento radicular.
Entre ambos tejidos existen similitudes en cuanto a composicion de la matriz, sin

embargo, existen notables diferencias morfolégicas y metabdlicas [7-9].

Hueso

Este tejido forma parte de los huesos maxilares (inferior y superior), corresponde a
las porciones que rodean y contienen a los alvéolos, que a su vez alojan a las raices
de los 6rganos dentarios. Anatébmicamente consta de hueso compacto delgado que
forma la pared alveolar, placas corticales externa e interna y hueso esponjoso
ubicado entre las placas de hueso cortical. ElI hueso alveolar posee un grosor de
100-400 um, y como principal caracteristica es su proceso de remodelacion
constante. La nutricion del hueso es abastecida por el sistema de Havers y los
canales de Volkmann por donde transitan vasos sanguineos, linfaticos y fibras

nerviosas, los cuales conectan el ligamento periodontal a la médula dsea. La
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composicién quimica del hueso esta constituida por la matriz inorganica, que son
sales de calcio en forma de cristales de hidroxiapatita, mientras que la matriz
organica se compone mayormente de colagena tipo | y lll, en menor proporcion se
encuentran las proteinas no colagenas como la sialoproteina 6Osea (BSP),
osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN), proteoglucanos, fosfatasa alcalina (ALP),
proteinas morfogénicas 6seas (BMP) y factores de crecimiento, con caracteristicas

y funciones especificas en la homeostasis del hueso [6,14,24,27].

Cemento radicular

El cemento radicular es descrito como un tejido conectivo mineralizado avascular y
no inervado que reviste la raiz de los érganos dentarios, mantiene el anclaje entre
el diente y el hueso alveolar a través de las fibras del ligamento periodontal
protegiendo la integridad de la superficie de la raiz [8-10]. El grosor del cemento
abarca las 50-200 um y a diferencia del hueso, tiene una baja tasa metabdlica, ya
que no se encuentra en constante remodelacion, sino que continda su crecimiento

en grosor a lo largo de la vida.

El cemento puede ser clasificado con base en la presencia o ausencia de
cementocitos en su estructura (celular y acelular), en la presencia de fibras
intrinsecas y extrinsecas (dependiendo de la presencia de fibras de colagena

formada por cementoblastos o fibroblastos, respectivamente) [10-13].

Cemento acelular afibrilar

Se encuentra ubicado en la uniobn cemento esmalte, es una matriz mineralizada sin
contenido de fibras de colagena, debido a esto no se cree que tenga funcion en el
anclaje del diente al alvéolo. Su depdsito se presenta como parches aislados a lo
largo de la uniébn cemento-esmalte, ademas su ubicacion depende del tipo de
organo dentario en el que se encuentre; en cuanto a composicion, la materia
organica lidera con la presencia de los glucosaminoglucanos. Su funcion ain es
desconocida [10-13].
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Cemento celular con fibras intrinsecas (fibrocemento intrinseco)

Conformado por cementocitos dentro de una matriz y fibras de colagena intrinsecas
secretadas por cementoblastos las cuales se encuentran orientadas paralelamente
a la superficie de la raiz rodeando el 6rgano dentario. Este tipo de cemento lo
podemos localizar en la furca de 6rganos dentarios bi o triradiculares, asi como en
el apice de la raiz. Una caracteristica importante de este tipo de cemento es que
tiene la capacidad de reparar un defecto de reabsorcion de la raiz a corto plazo
debido a su capacidad innata de crecer de una manera mas rapida que cualquier

otro tipo de cemento [11-15].

Cemento acelular con fibras extrinsecas

Se encuentra confinado a la zona cervical y media de la raiz dental, cubriendo
aproximadamente del 40-70% de la superficie total (aunque algunos autores
mencionan que puede llegar a ser del 60-90%) y un grosor que va de las 50-200
um. Se compone fundamentalmente de fibras colagenas y proteinas no colagenas.
Las fibras extrinsecas se disponen perpendicularmente a la superficie de la raiz con

un diametro aproximado de 3-6 um [11,15].

Composicién del cemento radicular

El cemento es un tejido conectivo mineralizado no uniforme que comparte mucha
similitud en cuanto a composicion quimica con el hueso. Su componente inorganico
principal son cristales de hidroxiapatita, el componente organico a base de

colagena, glicoproteinas y proteoglucanos y agua.
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Componente inorganico

Corresponde aproximadamente al 50% de la composicion del cemento en forma de
cristales de hidroxiapatita (HA), sin embargo, con base en estudios fisicoquimicos
se ha demostrado la presencia de fosfatos de calcio amorfos, asi como la presencia

de elementos traza como magnesio, cobre, zinc y sodio [8,11,13].

Componente organico
Colagena

La colagena es una proteina fibrilar y es el componente principal de la materia
organica del cemento radicular. De la colagena, el 90% de ella corresponde a
colagena tipo | mientras que la colagena tipo Il representa un 5%,
aproximadamente. La coldgena es una proteina imprescindible en el proceso de
biomineralizaciébn debido a que las interacciones colagena-mineral permiten la
precipitacion y crecimiento de cristales de hidroxiapatita. Dichas interacciones se
encuentran reguladas por la estructura y composicion de la coladgena. Por ejemplo,
la presencia del acido poli-aspartico (pAsp), el cual interactia con los fosfatos de
calcio amorfos (ACP, amorphus calcium phosphates, por sus siglas en inglés)
formando un complejo cargado negativamente que le permite interactuar con
regiones cargadas positivamente de la colagena de su regién carboxilo-terminal (C-
terminal), este complejo pAsp-ACP-colagena permite el depdsito de mineral en la
fibrilla de coldgena. Por otro lado, mutaciones en la secuencia de los aminoacidos
que la componen alteran la formacién, orientacion, asi como la organizacién de las
apatitas, propiciando un aumento en la fragilidad de los huesos; la osteogénesis

imperfecta representa un ejemplo de ello [11,13,14].
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Proteinas no colagenas

Las principales proteinas no coldgenas que conforman al cemento radicular son la
BSP y la OPN, ambas pertenecen a la familia de proteinas SIBLING (Small Integrin-
Binding Ligand N-Linked Glycoproteins) debido a que en su secuencia se encuentra
el motivo de unién a integrinas RGD (Arg-Gly-Asp). Son glicoproteinas fosforiladas
y sulfatadas, expresadas fundamentalmente durante el desarrollo temprano de la
raiz del 6rgano dentario en el cemento acelular de fibras extrinsecas y cemento
afibrilar acelular. Llevan a cabo un papel importante en el proceso de mineralizacion
ya que permiten la union a fibras de colagena e hidroxiapatita ayudando a mantener

la integridad estructural del tejido [15].

Sialoproteina 6sea (BSP)

Glicoproteina fosforilada y sulfatada importante en el proceso de mineralizacion; en
Su secuencia podemos encontrar el motivo de unién a integrinas RGD, esencial en
el proceso de adhesion celular. Constituye aproximadamente del 8-12% del total de

las proteinas no colagenas encontradas en el cemento radicular.

Dada su capacidad de promover la adhesién y diferenciacién celular, BSP es capaz
de promover la quimioatraccion de pre-cementoblastos y la nucleacion de cristales
de hidroxiapatita. Asi mismo, es una proteina crucial en el proceso de
biomineralizacion ya que se ha demostrado su capacidad nucleadora de cristales
de HA. BSP se ha encontrado en una alta expresion en sitios de formacién 6sea de
novo y en la reparacion de fracturas [6,8,13,16].

Osteopontina (OPN)

Proteina fosforilada, acidica y con multiples sitios de poli-Asp. Se encuentra
presente en el ligamento periodontal de dientes maduros, es expresada
preferencialmente cerca del cemento acelular y cementocitos, asi como en frentes
de mineralizacion, ademas posee propiedades de union celular gracias a su

secuencia RGD, por tanto, también se sugiere que actia como un regulador en el
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proceso de migracion y diferenciacion de células progenitoras de cementoblastos
[8].

Ademas del cemento y hueso, se ha observado que la osteopontina puede estar
presente en calcificaciones ectopicas en rifion, placas ateroscleréticas, lumen de
vasos Y fluidos altamente saturados como leche y orina, sugiriendo que juega un
papel modulador de la biomineralizacién [16,17].

Glucosaminoglucanos

Quimicamente son macromoléculas compuestas por una proteina unida
covalentemente a largas cadenas repetitivas de disacéridos. Los principales
glucosaminoglucanos presentes en el cemento humano son el acido hialurénico,
dermatan sulfato y condroitin sulfato. Son un componente integral debido a que
actuan como mediadores de union entre el cemento ya formado y el recién formado,
creando lineas incrementales. Su presencia disminuye posterior al proceso de

mineralizacion [8].

Ademas de las proteinas antes mencionadas, se han identificado y descrito dos
proteinas que juegan un papel importante en la formacién del cemento radicular: la
proteina del cemento 1 (CEMP1) y la proteina de adhesiéon del cemento radicular
(HACD1/CAP) [6,8,9].

Proteina del cemento 1 (CEMP1)

CEMP1 se encuentra codificada en el brazo corto del cromosoma 16 segmento 13.3
(16p13.3). Fue aislada por primera vez del cemento radicular humano, es secretada
por cementoblastos y se ha identificado en células localizadas en zonas endosteales
del hueso y en zonas paravasculares del ligamento periodontal. CEMP1 es una
proteina glicosilada, fosforilada y termoestable. Se encuentra compuesta por 247
aminoacidos y su secuencia se encuentra enriquecida principalmente por prolinas,
glicinas, alaninas y leucinas. Se considera una proteina con regiones

intrinsecamente desordenadas, ya que se encuentra conformada principalmente
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por un 61.5% de estructura aleatoria (random coil), seguida de un 28.6% de
estructura alfa hélice y apenas un 9.9% de estructura beta plegada. Estudios
realizados con fibroblastos gingivales, a los cuales se realiz6 la transfeccion de
CEMP1, mostraron la capacidad de expresar un fenotipo
cementoblastico/osteoblastico, es decir, promovieron la expresion de proteinas

asociadas a cemento/hueso y producir matriz mineralizada [18,19].

CEMP1 actua como un regulador clave en el proceso de mineralizacion del cemento
radicular debido a su capacidad para promover la adhesion y diferenciacion celular,
asi como regulador en el depdsito de cristales de hidroxiapatita en estudios in vitro
[8,18,19].

Secuencias peptidicas aisladas de CEMP1

Actualmente existen reportes de dos péptidos sintéticos derivados de la proteina del
cemento 1. CEMP1l-pl y CEMP1-p4. CEMP1-pl es una secuencia de 20
aminoacidos (MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN) derivada de la porcion amino-
terminal (N-terminal). Estudios recientes han demostrado la capacidad de CEMP1-
pl en la nucleacion de cristales de hidroxiapatita. A partir de andlisis in vitro e in vivo
se demostr6 que CEMP1-pl induce la diferenciacion de células del ligamento
periodontal hacia un fenotipo osteoblastico y posee la capacidad de promover la
formacion de nuevo hueso en defectos de tamafio critico en calvaria de ratas, 30 y
60 dias posterior a la colocacion de los andamios funcionalizados con dicho péptido.
Por otro lado, CEMP1-p4 es una secuencia formada por 15 aminoacidos
(QGQGDTEDGRMTLMG) derivada de la porcion C-terminal, que posee la
capacidad de promover la proliferacion y diferenciacién de células troncales de la
mucosa oral (HOMSC, por sus siglas en inglés) hacia un fenotipo mineralizante a

partir de la activacion de la via de sefalizacion Wnt/B-catenina [20,21].
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Proteina de adhesién del cemento (HACD1/CAP)

La proteina de adhesién del cemento fue la primera proteina en ser aislada e
identificada del cemento radicular. Se encuentra codificada en el brazo corto del
cromosoma 10, segmento 13.14 (p13.14) y es una secuencia conformada por 140
aminoacidos. Se considera una isoforma truncada de la 3-hidroxiacil-CoA-
deshidratasa 1, la cual esta constituida por 288 aminoacidos y cuya actividad se
relaciona con el desarrollo de musculo esquelético y en la elongacién de acidos
grasos de cadena larga en la formacion de fibras musculares [22,38,39].

De los 140 aminoacidos que componen a HACD1/CAP, los 125 residuos
correspondientes a la porcién N-terminal son idénticos a HACD1. Esto es producto
del empalme que elimina la secuencia IVHCLIGIVPT (motivo de union de fosfatasa)
de HACDL1 vy lo sustituye por la secuencia VSFPSCCFSIAVIFM (especifica de CAP)
produciendo un cambio en la funcion de la proteina (Tabla 1). En la secuencia se
han descrito la presencia de treoninas y serinas que le confieren la capacidad de
poder sufrir modificaciones postraduccionales, como fosforilaciones. HACD1/CAP
ha sido aislada, caracterizada y purificada de extractos de cemento bovino y
humano a partir de un anticuerpo monoclonal: anti-CAP bovino, ademas, a partir de
estudios de dicroismo circular, se ha comprobado que su estructura secundaria se
encuentra fundamentalmente compuesta por conformaciones desordenadas
(45.9%) y estructuras alfa hélice (43.2%) [6,8,24].

En estudios previos, se ha observado que esta proteina participa de manera activa
en el reclutamiento y diferenciacion celular durante la formacién del cemento y

durante el proceso de biomineralizacion [6,9,22-24].
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CAPpi15

Como se menciond anteriormente, el empalme alternativo que sufre HACD1
provoca un cambio en su sitio de actividad modificando la porcién C-terminal por la
secuencia de 15 aminoacidos VSFPSCCFSIAVIFM (Tabla 1), generando un
producto de 140 residuos: HACD1/CAP. Se ha propuesto que esta modificacion
genera un cambio en la funcion de la proteina. CAPp15 es un péptido de naturaleza
acida e hidrofébica y con base en analisis in silico se ha propuesto que posee un
punto isoeléctrico tedrico de 5.48 y un peso molecular de 1.65 kDa. Por otro lado,
estudios en sistemas libres de células, demostraron su capacidad de mimetizar
algunas funciones de la proteina completa, como la afinidad y promocién en la
formacién de cristales de hidroxiapatita. Finalmente, a partir de estudios in vivo,
CAPp1s actia promoviendo la formacion de tejido 6seo de novo en defectos de

tamafo critico en calvarias de rata y tibias de conejo [24,25].

10 20 30 40 50
MGRLTEAAAA GSGSRAAGWA GSPPTLLPLS PTSPRCAATM ASSDEDGTNG
60 70 80 90 100
GASEAGEDRE APGERRRLGV LATAWLTEYD IAMTAGWLVL ATIAMVREYME
110 120 130 140
KGTHRGLYKS IQKTLKFFQT FALLEVSFPS CCFSIAVIFM

Tabla 1. Secuencia de HACD1/CAP, en negritas se marca la porcién C-terminal de 15 aminoacidos

Fuente: EXPASYy Bioinformatics Resource Portal

Proceso de biomineralizacion

La “biomineralizacion” hace referencia al proceso por medio del cual los organismos
son capaces de producir tejidos “duros” indispensables para realizar movimientos,
apoyo, proteccién y defensa; todo esto a través del depdsito de iones como el calcio,
silicio, hierro, bario y estroncio. La biomineralizaciéon dependera en gran medida de
la funcion de las células y de la matriz; mientras que su regulacion dependera de
las interacciones que ocurran entre minerales y moléculas organicas extracelulares.

En vertebrados, los tejidos mineralizados incluyen hueso, dentina, esmalte y
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cartilago calcificado, en donde la hidroxiapatita (Ca10[PQO4]s[OH]2) es el componente

inorganico principal [30-33].

El proceso de biomineralizacion comienza con la sintesis de vesiculas de la matriz
(50-200 nm de didmetro) las cuales son producidas y liberadas por condrocitos,
osteoblastos, cementoblastos y odontoblastos. Algunos autores sugieren que estas
vesiculas actian como sitio de nucleacion inicial o primaria para la posterior
mineralizacién de la matriz extracelular (mineralizacién secundaria) es decir, la

biomineralizacion es un fendmeno bifasico [31,33,37].

Fases del proceso de biomineralizacion
Fase 1

Consiste en la formacion de pequefios cristales al interior de vesiculas sintetizadas
por células especializadas. En la periferia de estas vesiculas se da un incremento
de la concentracion de Ca*?, posiblemente por la atraccién electrostatica que ocurre
entre los fosfolipidos que recubren la membrana vesicular y el calcio del medio
intracelular. El transporte de calcio hacia el interior de la vesicula se da a partir de
una proteina llamada Anexina V, mientras que la concentracién de PO43 esta en
funcién de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP). La acumulacién de
PO43y Ca*?al interior de la vesicula permite la formacion de precipitados de CaPOa4
(fosfato de calcio), una estructura mineral poco madura, que se cree puede ser una
fase temprana o precursora de cristales de fosfato octacélcico, los cuales
posteriormente daran lugar a la hidroxiapatita [30,33].

Fase 2

Esta fase comienza con la liberacion de los cristales de calcio intravesiculares al
medio extracelular que, bajo condiciones termodinamicas favorables, comienzan a
crecer y madurar. Posteriormente, el depdésito, crecimiento y maduracién de los
cristales de hidroxiapatita en el medio extracelular estara determinado por la

disposicion de las fibras de colagena de la matriz, la concentracion de iones
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extracelulares como Ca*? y PO43, pH (~7.2-7.4), y la participacién de moléculas

organicas (proteinas no colagenas) [30-33].

La prevalencia a nivel mundial del uso de los implantes ortopédicos y dentales se
encuentra relacionada a procesos traumaticos, fracturas o procesos neoplasicos.
Los implantes ortopédicos funcionan como dispositivos de osteosintesis, es decir,
pueden actuar permitiendo la reduccién y fijacion interna de una fractura o como
materiales de sustitucion articular como en el caso de rodilla y cadera. Por citar un
ejemplo, en odontologia, las placas de titanio son utilizadas como materiales de
osteosintesis mandibular en técnicas de fijacion, madibulectomias marginales o en
defectos 0seos segmentales, fracturas de céndilo o fracturas orbitomalares. Los
implantes también pueden ser usados como estructuras que asemejan la raiz dental
de érganos dentarios perdidos, es decir, en casos de edentulismo. La fabricacion
de estos dispositivos de reemplazo es, generalmente a base del titanio, el cual se
ha convertido en un estandar de oro. A pesar de tener aceptacion en el organismo,
existe una proporcion significativa de falla debido a un insuficiente proceso de
oseointegracién o procesos infecciosos. Es por ello, que el objetivo de muchas
investigaciones es mejorar la biocompatibilidad de estos dispositivos a través de
diversos tipos de modificaciones de la superficie de los implantes que permitan
optimizar la respuesta bioldgica, es decir que promuevan la diferenciacion de células
osteoblasticas y la formacion de tejido 6seo alrededor del implante, lo cual

conllevaria a su integracion.
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El titanio como biomaterial en la fabricacion de implantes

Los implantes son dispositivos insertados quirargicamente de manera temporal o
permanente dentro del cuerpo para mejorar o mantener la funcion del tejido perdido
o lesionado. Su fabricacion esta destinada al reemplazo de estructuras ausentes en
el organismo, los cuales pueden integrarse a través de la interaccion que existe de
manera directa entre su superficie y los tejidos circundantes [38]. Dentro de las
estructuras comunmente reemplazadas tenemos: huesos, articulaciones, dientes,
cadera y valvulas cardiacas. La manufacturacion de estos puede abarcar uno o
mas materiales denominados “biomateriales”, los cuales con base en sus

caracteristicas los podemos agrupar en:

e Metalicos: Los metales son los materiales mas extensamente utilizados en
el area biomédica debido a su fuerza y resistencia a la corrosion. El acero
inoxidable, aluminio, oro, plata, titanio, cobalto, magnesio y aleaciones a
base de cobalto y cromo son algunos ejemplos. Los implantes metélicos
pueden tener dos aplicaciones; la primera destinada al reemplazo total de
articulaciones (cadera o rodilla) o en la fijacion de fracturas o vasos en forma
de clavos o tornillos [41,42].

e Polimeros: Son materiales de naturaleza organica de cadena larga,
formados por unidades repetitivas llamadas monémeros unidos por enlaces
covalentes. Pueden ser sintéticos (polietileno, polimetilsiloxano,
politetrafluoroetileno) o naturales (colagena, acido hialurénico, chitosan). Son
utilizados principalmente en 6rganos como corazon, rifibn e higado y
estructuras 6seas como cadera y rodilla. En odontologia se han utilizado
como materiales capaces de mimetizar los movimientos del ligamento
periodontal. Sin embargo, algunas de sus desventajas son la adicion de
estabilizadores, los cuales pueden llegar a ser toxicos para el organismo, asi
mismo son mas susceptibles al desgaste y descomposicién en comparacion
con los metales y los ceramicos [41,42].

e Ceramicos: Materiales inorganicos que son mucho mas rigidos y resisten
mejor la degradacion que los metales, sin embargo, son altamente fragiles

debido a los enlaces iénicos presentes en su estructura. Son resistentes a la
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abrasion, de ahi que su uso ha sido destinado al reemplazo de articulaciones.
Se pueden dividir en dos categorias: ceramicas bioinertes y bioactivas. La
almina, zirconia, fosfatos de calcio y vidrios bioactivos son algunos ejemplos
[41,42].

A pesar de ser diferentes en cuanto a composicion y estructura, todos los materiales
de uso biomédico comparten una caracteristica imprescindible que les permite
interactuar con las células y tejidos: la biocompatibilidad. La biocompatibilidad es
por definicion, la capacidad de un material para llevar a cabo las funciones deseadas
sin desencadenar toxicidad, rechazo local y/o sistémico por parte del sistema
inmune o algun tipo de lesién, permitiéndole interactuar con el huésped. Ademas de
este concepto, en el afio 2018 fue acuiado un nuevo concepto: La
hemocompatibilidad, la cual hace referencia a la capacidad de un biomaterial que,
al estar en contacto con la sangre evite una reaccién adversa como la formaciéon de
un trombo o la liberacién de algin componente que desencadene una respuesta

inmunoldgica [42].

Hemos mencionado con anterioridad que los biomateriales usados con mayor
frecuencia son los metales como acero inoxidable, titanio, magnesio y las
aleaciones a base de cobalto debido a que ofrecen mejores propiedades en
comparacién con otros biomateriales [40]. En este contexto, cobra especial interés
el titanio y sus aleaciones como principal material usado en la elaboracion de
implantes ortopédicos y dentales, dada su biocompatibilidad, resistencia a los
efectos de los biofluidos lo cual le confiere una mayor resistencia a la corrosion y a
sus propiedades mecénicas. El titanio fue descubierto en 1791 por el gedlogo
William Gregor y es el noveno elemento mas abundante en la tierra. En la industria,
el titanio es utilizado en la fabricacion de colorante blanco, en alimentos, cosméticos,
fabricacion de pastas dentales, etc. Ademas, cerca del 2% del total del titanio es
utilizado para la elaboracion de implantes biomédicos [41,42].

De acuerdo con el contenido intersticial de elementos como el nitrdgeno, carbono y

oxigeno, se han descrito distintos niveles de pureza del titanio. Considerandose
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puros aquellos que van del grado 1 al 4, mientras que el titanio grado 5 es aquel
gue en su composicion contiene otros elementos; tal es el caso de la aleacion
Titanio-Aluminio-Vanadio (Ti-6AL-4V). Generalmente el grado 4 y 5 son los usados
para la fabricacion de implantes dentales [43-45].

Al estar en contacto con el oxigeno, el titanio sufre un proceso de oxidacion pasiva,
promoviendo la formacion de una capa de 6xido de titanio (TiO2) aproximadamente
9-10 segundos posterior a su exposicion, llegando a tener un grosor aproximado de
2-10 nm, esta superficie oxidada es biocompatible y le otorga una mejor resistencia
a la corrosion, asi como una mayor estabilidad en ambientes fisiolégicos [46-49]. El
TiO2 se puede encontrar en tres formas cristalinas: Rutilo, Anatasay Brookita. De
las tres poliformas, solo el Rutilo es el que posee mayor estabilidad, la Anatasa y la
Brookita son metaestables; en el caso de la Brookita, su sintesis resulta compleja,
por tal motivo existen pocos reportes. Por otro lado, la Anatasa alcanza su
termoestabilidad alrededor de los 800 °C provocando una transformacion
irreversible a la fase Rutilo. A elevadas temperaturas, la estructura cristalina pasa
de un cristal hexagonal compacto (hcp, hexagonal close-packed, por sus siglas en
inglés) o fase a, a un cubico centrado en el cuerpo (bcc, body centered cubic) o fase
B. Las aleaciones de titanio pueden ser clasificadas como a, B y a+3, las cuales
dependen del tipo de elemento afiadido (por ejemplo, el hidrégeno, molibdeno,
tungsteno y el vanadio promueven una fase B, mientras que elementos como el
oxigeno, nitrégeno y carbono promueven una fase a) y su capacidad de alterar las
temperaturas de transformacién de las fases a y . Las aleaciones del tipo a son
usadas en la industria debido a la capacidad de resistir a temperaturas elevadas,
por otro lado, el tipo B y a+p son las ideales para la generacion de implantes
ortopédicos y dentales, debido al bajo mdédulo elastico (comparado con la fase a),
alta resistencia a la corrosion, y biocompatibilidad [40]. Algunos ejemplos son las
aleaciones Titanio-Aluminio-Vanadio (Ti-6Al-4V) y Titanio-Aluminio-Niobio (Ti-6Al-
7Nb). Sin embargo, una desventaja en el uso de aleaciones a base de titanio es la
citotoxicidad provocada por los elementos estabilizantes, debido a una disminucién

en la resistencia a la corrosion y posterior liberacion de elementos [51-53].
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Funcionalizacion de superficies de implantes y su papel en

el proceso de oseointegracion

Ademas de la biocompatibilidad, otro factor importante a tomar en consideracion en
el disefio y empleo de implantes es la oseointegracion. Esta idea fue descrita por
primera vez por Branemark y colaboradores, la oseointegracion referencia al
contacto directo que existe entre el hueso y la superficie de un implante al ser
observado bajo un microscopio Optico; por otro lado, Dorland la define como el
anclaje directo de un implante alrededor del tejido éseo promoviendo su formacién
con ausencia de tejido fibroso [54-55]. Albrektsson menciona que la oseointegracion
no es un proceso aislado, sino que dependerd en gran medida de otros dos
procesos: la osteoinduccion! y de la osteoconduccién?,es decir, si un material llega
a promover una respuesta lo suficientemente toxica tendria la capacidad de alterar
la osteoconduccion y osteoinduccién, afectando asi el proceso de oseointegracion
[57].

Un implante se considera oseointegrado cuando no existen movimientos
progresivos entre la superficie del implante y el hueso, es decir, que se mantenga
el anclaje directo [58]; para ello, existen una serie de etapas que promoveran la

oseointegracion:

e Respuestainicial del tejido en la implantacion
e Osteogénesis peri-implantaria

e Remodelado 6seo peri-implantario

! Osteoinduccién: Capacidad de un biomaterial de promover el reclutamiento y estimulacién de células
inmaduras hacia un fenotipo osteoblastico.

2 Osteoconduccién: Capacidad de un biomaterial para promover el crecimiento de hueso en su superficie.
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Respuesta inicial del tejido en la implantacion

Inmediatamente después de la colocacion del implante dentro del nicho, se crea
una estabilidad primaria durante las primeras 72 horas. El trauma generado
desencadena una respuesta inflamatoria en la cual se ve incrementada la liberacién
de factores de crecimiento y citocinas, asi como la generacién de un coagulo en
donde la actividad de las plaquetas lleva a cabo una cascada de eventos de
adhesién y agregacion para la generacién de una matriz de fibrina; esta matriz
permite la migracion, proliferacion y posterior diferenciacion de leucocitos, células
mesenquimales y osteoblastos. La migracion de los osteoblastos al sitio de la lesion
permite el depdsito de proteinas relacionadas al proceso de biomineralizacion, asi
como la generacion de una capa no colagena que regula la adhesién celular y la
union de minerales [57-60].

Osteogénesis peri-implantaria

En las primeras 2 semanas ocurren dos eventos importantes: la angiogénesis y la
generacion de una matriz 6sea. La primera relacionada a la generacion de nuevos
vasos que permiten el aporte sanguineo a la zona mientras que la segunda es
consecuencia de la migracion de células mesenquimales sobre la superficie del
implante y su posterior diferenciacion hacia un linaje osteoblastico, estas células
tienen la capacidad de formar un tejido 6seo inmaduro de aproximadamente 0.5 mm
de grosor, rico en calcio, fésforo y moléculas organicas como osteopontina y
sialoproteina 6sea. A pesar de que esta capa recién formada no posea una alta
resistencia mecanica debido a la disposicion aleatoria de las fibras de colagena, el
implante permanece firmemente anclado al hueso debido a la formacién de hueso

trabecular aproximadamente 10 dias después del evento quirdrgico [57-60].

Remodelado 6seo peri-implantario

A partir del aporte sanguineo generado en la zona, los precursores de macrofagos
se diferencian a osteoclastos debido a la interaccion de la citocina CSF1 y RANKL,

ademas su unién y activacion se encuentra mediada por integrinas como la aV33
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(implicada en mecanismos de sefializacion que controlan la reorganizacion del
citoesqueleto). Los osteoclastos ya diferenciados promueven el proceso de
reabsorcion y remodelado de la capa recién formada a través del reemplazo con
hueso laminar de mayor grado de mineralizacion. Esta capa de hueso laminar
permite una mejor resistencia a la carga mecanica y en la generacion de osteonas
alrededor del eje del implante, lo cual proporciona una estabilidad secundaria de

aproximadamente 3 meses posterior a la colocacion del implante [57-60].

En el area odontologica, dadas las caracteristicas que posee el titanio
(biocompatibilidad, resistencia a la corrosion, etc.) se ha empleado como biomaterial
en la fabricacion de implantes intra y extraorales. Existe una amplia gama de
sistemas de implantes los cuales varian en forma, dimension y modificaciones en
su superficie (topografia, quimica y humectabilidad). Aunque los implantes dentales
poseen una tasa de supervivencia elevada, un proceso de oseointegracion
deficiente durante los primeros 6 meses, asi como un proceso de peri-implantitis
pueden provocar un fracaso en el tratamiento. El proceso de oseointegracion
también puede verse afectado por enfermedades metabdlicas como la diabetes
mellitus, osteoporosis, asi como por la ingesta de algunos farmacos como los
bifosfonatos [61-63].

Métodos que modifican la superficie de los implantes: modificacion de la

rugosidad y funcionalizacién

Las propiedades de la superficie de implantes (fisicas, quimicas, y/o mecanicas)
condicionan la manera en que las células pueden llevar a cabo sus actividades
como proliferacion, adhesion y posterior secrecion de matriz que permitan un
adecuado proceso de oseointegracion. Por tal motivo, el propdsito de una serie de
investigaciones consiste en incrementar la bioactividad de los implantes generando
superficies con modificaciones topograficas (cambios en la rugosidad a nivel macro,
micro y nanométrico) o funcionalizandolas a partir de la adicibn de moléculas
bioactivas de caracter inorganico (adicion de iones como Mg*?, Ca*?, Zn*?, Sr*?2y

moléculas como fosfatos de calcio) u organico (adsorcion de secuencias peptidicas,
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proteinas, enzimas y farmacos) capaces de acelerar el proceso de oseointegracion

y con ello aumentar la tasa de supervivencia de los implantes.

Modificacion de la rugosidad

La rugosidad presente en las superficies mejora el anclaje del implante al hueso
permitiéndole tener una mayor estabilidad biomecéanica. A partir de estudios in vitro
se ha demostrado que la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos se ve
incrementada en este tipo de superficies [64,65].

Por tal motivo, se han desarrollado modificaciones de la rugosidad a niveles macro,
micro y nanometrico. La primera abarca una escala de milimetros a micrometros.
Se encuentra relacionada con la geometria, asi como el roscado y porosidades que
presenta el implante. Las irregularidades de la superficie permiten una estabilidad
primaria, asi como una fijacion a largo plazo; las modificaciones de la rugosidad a
nivel micrométrico mejoran el contacto hueso-implante y mayor resistencia a la
remocion de torque y su rango va de 1-10 micrémetros, finalmente los cambios a
nivel nanométrico se basan en el uso de particulas de un tamafio que va de 1-100
nm capaces de promover la adsorcién de proteinas, asi como la adhesién de
osteoblastos [50,66].

Dentro de los métodos capaces de generar modificaciones que inducen un cambio
en la rugosidad encontramos el arenado (Grit-blasting), grabado acido y la
anodizacion (Tabla 2) [62].

Arenado (Grit-blasting): Se basa en el uso de particulas abrasivas quimicamente
estables y biocompatibles a una alta presién sobre un biomaterial, produciendo un
aumento en la rugosidad, a su vez esta puede ser controlada a partir del tamafio de
la particula abrasiva. Algunos ejemplos son las particulas de alimina, titanio e
hidroxiapatita [42,45].
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Grabado acido: Se basa en el uso de acidos fuertes como HCI, HNO3s, H2SO4 y HF.
La inmersidn de los implantes en disoluciones acidas a elevadas temperaturas (100
°C) promueven la formacion de poros de un tamafio aproximado de 0.5 a 2 pum.
Ademas, se ha reportado que las superficies tratadas a partir de esta técnica

promueven un proceso de oseointegracion mas rapido [45].

Anodizacion: Este método requiere el uso de un voltaje anddico en una disolucion
ionica como H2S04, H3PO4 0 CH3COOH. Este tratamiento a base de la creacion de
un ambiente polarizado tiene como finalidad formar una capa gruesa de TiO2
optimizando con ello su resistencia a la corrosion. Este proceso se considera
complejo debido a su dependencia a factores como la concentracion del acido, la

composicion de la disolucion electrolitica y la temperatura [42,46].

Funcionalizacién

Al igual que los cambios en la rugosidad, el objetivo de la funcionalizacion es
promover una respuesta biologica con el fin de optimizar el proceso de
oseointegracién. Para lograrlo, la funcionalizacién busca modificar la quimica
superficial a partir de recubrimientos inorganicos (capaces de mimetizar fases
minerales) y cubiertas organicas (biofuncionalizacion) que promuevan la adhesion,
proliferacion y diferenciacion celular, angiogénesis y nucleacion de fases minerales
lo cual subsecuentemente permitiria el depésito de hueso, mejorando el anclaje (ver

tabla 2). Algunos ejemplos de funcionalizacién son descritos a continuacion.
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Recubrimientos inorganicos

Pulverizacién con plasma: La pulverizacion permite estructurar la superficie de un
implante a escala micrométrica a partir de la adicion de moléculas bioinertes como
la alimina o zirconia, las cuales poseen mayor resistencia al desgaste [42]. Sin
embargo, al ser moléculas de caracter bioinerte son incapaces de formar una union

directa con el tejido 6seo, por lo tanto, su uso es limitado.

Magnetron sputtering: Permite el deposito de peliculas delgadas a escala
nanomeétrica de cualquier tipo de material. Los recubrimientos presentan una buena
adhesion al sustrato llegando a tener espesores uniformes que pueden ir de la
escala de nandmetros a micras, permitiendo una cobertura de las irregularidades

presentes en la superficie [67].

Revestimientos con hidroxiapatita (HA): Permite la adicion de particulas de HA
a elevadas temperaturas sobre la superficie del implante de titanio. Dentro de las
desventajas de este sistema se encuentra un tratamiento previo con grabado &cido
para generar un sistema de retencion para las particulas de HA. Ademas, el
esfuerzo residual entre la superficie y la cubierta de HA puede afectar la cristalinidad

de los fosfatos de calcio [45].

Cationes y aniones como sustitutos de cubiertas de hidroxiapatita.

La incorporacién de cationes (Mg*?, Zn*2, Sr*?) y aniones (COs?, F1) se ha
convertido en una técnica cada vez mas frecuente en la funcionalizacién de las

superficies. A continuacion, se resumen los elementos mas estudiados [67-70].
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Incorporacion catidnica:

Magnesio (Mg*?): La presencia del Magnesio en tejidos duros como esmalte,
dentina y hueso oscila entre el 0.5-1.2% del total del peso. Existe una mayor
concentracion de este elemento durante el inicio de la osteogénesis disminuyendo
paulatinamente al concretarse la calcificacion. A pesar de que sea un elemento
fundamental en el desarrollo de las actividades de muchas enzimas, su papel como
recubrimiento de superficies en implantes provoca una supresion en la nucleacion
y cristalizacion de la hidroxiapatita provocado por una disminucion en el eje c (eje
de crecimiento) de la red hexagonal. Esta deficiencia en la cristalizacién de la HA
da como resultado un incremento en la solubilidad. Por otra parte, su presencia
favorece la adhesion en cultivos de células osteoblasticas [67-69].

Estroncio (Sr*?): Dependiendo el tejido, su presencia varia entre los 0.03-0.05%,
en regiones con alta actividad metabdlica. El estroncio actiia como un sustituto del
calcio y diversos estudios han revelado que en altas concentraciones (3-7%) tiene
la capacidad de aumentar las dimensiones de los cristales, asi como su cristalinidad,
lo cual se traduce en un bajo indice de solubilidad. La incorporacion de estroncio a
través de métodos como magnetron sputtering, deposicion laser y pulverizacion por
plasma han demostrado que promueve la adhesion, proliferacion y diferenciacion
de células osteoblasticas, no asi la actividad de los osteoclastos, ya que se ha visto
gue su proliferacion decrece al aumentar la concentracion de estroncio en el medio
[67].

Silicatos: Tienen propiedades bioactivas sobre las superficies de implantes
siempre y cuando se use en concentraciones menores al 1%. Incrementa la
proliferacion celular, la actividad de la ALP y la mineralizacion de la matriz
extracelular [28]. Por otro lado, se ha visto que incrementa la solubilidad de los
cristales de HA ademas de promover la formacién de fases amorfas y defectos

cristalinos [70].
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Zinc (Zn*?): Elemento traza presente en tejidos mineralizados. Posee funciones en
cuanto a sintesis de proteinas y en la replicacion del ADN y ARN ademas de actuar
como cofactor de muchas enzimas. Promueve la actividad osteoblastica e inhibe la
osteoclastica. Como sustituto de iones Ca*? se ha visto que inhibe el crecimiento de
los cristales de HA [70].

Manganeso (Mn*?): Elemento traza presente en tejidos duros como esmalte, hueso
y dentina en concentraciones cercanas a 0.17-0.6 ppm. Su déficit causa una
reduccion en la sintesis de matriz 6sea, retardando el proceso de osteogénesis. A
partir de ensayos in vitro se ha comprobado que actia como inhibidor del
crecimiento cristalino de la hidroxiapatita. Por otro lado, influye de manera positiva
en células osteoblasticas incrementando la actividad de las integrinas a sus ligandos

promoviendo su adhesién y proliferacién [67,70].

Incorporacion anidnica

Carbonatos (COz3?): Poseen la capacidad de sustituir grupos fosfatos (sustitucion
tipo B) o grupos OH- (sustitucion tipo A) en cristales de HA, siendo la sustitucion tipo
B mas soluble que la A. A nivel biologico poseen una alta solubilidad debido a que
forman carbonatos tipo B provocando una disminucion en los ejes a 'y ¢ de la HA.
Mediante estudios in vitro se ha comprobado que la hidroxiapatita carbonatada

ayuda a promover la adhesién y proliferacién de osteoblastos [67,70].

FlGor (F1): Actia como un sustituto de los grupos OH- formando fluorapatita (FA).
La fluorapatita presenta una red cristalina mas estable y menos susceptible a la
solubilidad provocada por acidos. En cultivo celular, el flior a altas concentraciones
puede inhibir el proceso de proliferacién celular debido a una reduccién en la

liberacién de iones Ca*? producto de la baja solubilidad de los cristales [68].
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Recubrimientos organicos
Uso de secuencias peptidicas

Las propiedades fisicoquimicas de la superficie en un implante permiten que exista
una interaccion inmediata con moléculas de agua, iones y principalmente con
proteinas del medio, las cuales tendran la capacidad de adsorberse y regular las
interacciones célula-superficie que permitan la formacion de tejido 6seo [71]. Si bien,
se ha demostrado que la capa de é6xido de titanio mejora la biocompatibilidad y
regula el proceso de oseointegracion, las cargas negativas de esta y de las
membranas celulares podrian tener un efecto repulsivo; para ello, las proteinas
adsorbidas en la superficie actian como mediadores de estas fuerzas. La union de
esta capa organica ha sido explicada a partir de la teoria del “Efecto Vroman”,
descrita en 1962 por Leo Vroman, la cual menciona que las proteinas pequefas son
las primeras en ser adsorbidas y posteriormente seran reemplazadas por proteinas
de mayor tamafio y con mayor afinidad a la superficie. Ademas de adsorberse
primero, como resultado de su rapido transporte en sangre; las proteinas de menor
tamafio actian mediando la union de proteinas mas grandes y como reguladoras

en la adhesion de la matriz extracelular [72-74].

La humectabilidad y la carga de la superficie son dos condicionantes para la
adsorciéon de proteinas, adhesion celular y el proceso de coagulacién. Siedlecki y
colaboradores mencionan que superficies hidrofébicas favorecen la adsorcion de
proteinas debido a las fuertes interacciones hidrofébicas, en contraste con las
fuerzas de solvatacion que surgen por la interaccion del agua con superficies
consideradas hidrofilicas, provocando un decaimiento en la adhesién celular [75].
Sin embargo, existen reportes que mencionan que superficies con moderada
hidrofilicidad tendrian la capacidad de mejorar la adhesién celular. Por otro lado, la
carga superficial es clave en las interacciones proteina-superficie, muchas proteinas
gue se encuentran en plasma sanguineo adquieren carga negativa al encontrarse
en un pH fisiologico (~7.4), esto traeria como consecuencia interacciones
electrostaticas repulsivas al entrar en contacto con la carga negativa presente en la
superficie del titanio [74]. Walsh y colaboradores mencionan una serie de

investigaciones que han permitido identificar el papel que desempefan ciertos
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aminoacidos como el aspartato (Asp), glutamato (Glu), cisteina (Cys), glicina (Gly),
metionina (Met) y serina (Ser) en la adsorcion de proteinas y/o péptidos sobre
superficies de TiO2 parcialmente hidroxiladas. Los resultados indican que la
adsorcién podria estar modulada por puentes de hidrégeno o por enlaces entre los

grupos carboxilo orientados hacia la superficie [72,76].

El uso de proteinas o péptidos en la funcionalizacion de superficies de implantes
ortopédicos o dentales se basa en la interaccion que estos pudieran tener con
células como osteoblastos y plaguetas. Dentro de las proteinas empleadas en este
proceso encontramos proteinas de adhesion de la matriz extracelular (vitronectina
y fibronectina), proteinas de transporte (alblmina sérica), proteinas reguladoras del
proceso de coagulacion (fibrinbgeno), asi como proteinas presentes en procesos de
biomineralizacion; como los miembros de la familia de las proteinas morfogénicas
O0seas (BMP’s). Las proteinas poseen la capacidad de mediar procesos celulares
como la adhesion, proliferacion, asi como diferenciacion; sin embargo, se han
identificado ciertas secuencias peptidicas bioactivas con la capacidad de mimetizar
algunas funciones proteicas, como el reconocimiento de union a integrinas de la
membrana celular (secuencia RGD). Aunque el uso de proteinas en la
funcionalizacién ha demostrado cierto éxito, existen una serie de factores que hacen
mAas atractivo el uso de secuencias cortas de aminoacidos (denominados péptidos)
gue las proteinas, por ejemplo, el uso de proteinas representa un reto debido a que
pueden desencadenar una respuesta inmunoldgica en el organismo hospedero;
ademas, el proceso de purificacién representa un alto costo técnico y econdmico.
Por otro lado, dentro de las ventajas que representa el uso de secuencias peptidicas
radica en su capacidad para mantener una estructura simple a diferencia de las
proteinas, las cuales pueden adoptar diversas estructuras complejas y que las
hacen poco estables. Los péptidos pueden llegar a mimetizar funciones de las
proteinas como la adhesion celular, funciones enzimaticas y propiedades
antimicrobianas al encontrarse conjugados con biomateriales. Sin embargo, aunque
poseen mayor capacidad de adsorcidn que las proteinas, su cobertura completa en

una superficie representa un desafio [77].
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Los péptidos mayormente estudiados en la funcionalizacion de superficies de
implantes son aquellos derivados de proteinas que participan en la adhesion celular.
Estos péptidos son cadenas cortas de aminoacidos localizados en motivos
especificos para receptores de adhesion celular. Estas secuencias se han utilizado
en la funcionalizacion de diversos tipos de biomateriales como hidrogeles, fibras,
andamios y superficies de implantes a base de titanio. Si bien son secuencias bien
caracterizadas y de facil obtencion, la concentracion, solubilidad, estabilidad y
adhesién a la superficie son factores que pudieran limitar su uso. Dentro de las
secuencias mayormente estudiadas se encuentran los péptidos RGD, IKVAV,
YIGSR y GFOGER [80-83].

RGD (Arginina-Glicina-Aspartato): Motivo de adhesion celular presente en
proteinas de la matriz extracelular como fibronectina, vitronectina, sialoproteina
0sea, osteopontina y en proteinas presentes en el proceso de coagulacion como el
fibrinbgeno. RGD es el péptido mas estudiado en el area de funcionalizacion de
superficies en implantes y andamios tanto en estudios in vitro e in vivo debido a su
alta afinidad a integrinas como avp3 y a5B1, esta ultima altamente expresada en
osteoblastos. Si bien se ha comprobado que esta secuencia promueve la adhesion
y proliferaciéon celular, se ha visto que las proteinas estimulan mucho mejor la
sefalizacion de integrinas que el motivo aislado; esto se debe a que las proteinas
contienen en su estructura secuencias adicionales que cooperan con el péptido,
potenciando asi la activacion de la sefializacion. Ademas, se ha visto una relacion
entre la funcionalizacién con el motivo RGD vy la activacion de la via de la caspasa

3, implicada en procesos de apoptosis [80,81].

IKVAV (Isoleucina-Lisina-Valina-Alanina-Valina): Péptido bioactivo derivado de
la laminina. Sus estudios se basan principalmente en la diferenciacion de células
progenitoras neuronales a neuronas aplicadas sobre distintos andamios, por
ejemplo, hidrogeles. IKVAV patrticipa en la activacion de vias de sefializacion como
fosfatidil inositol (Pi3K/Akt) y tiene la capacidad de unirse a la integrina 31 [81].
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YIGSR (Tirosina-Isoleucina-Glicina-Serina-Arginina): Péptido derivado de la
laminina B1, es considerado un péptido que promueve adhesion, pero no interactia
con la familia de integrinas sino con la proteina de unién a laminina (LBP). YIGSR
promueve la angiogénesis cuando se encuentra ligado a otros péptidos como
REDV, en hidrogeles [82].

GFOGER (Glicina-Fenilalanina-Hidroxiprolina-Glicina-Glutamina-Arginina):
Péptido mimético de la coldgena que promueve la adhesion celular a partir de su
unién a la integrina a2B1, importante en el proceso de diferenciacion de
osteoblastos. Estudios in vitro e in vivo han demostrado que GFOGER incrementa
la diferenciacion osteoblastica y la reparacion de defectos 6seos en fémur de rata;
sin embargo, se ha comprobado que al estar presente en superficies
funcionalizadas con cubiertas de hidroxiapatita pierde la capacidad de promover la

adhesion celular [83].
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Modificacion

Usos

Limitaciones

o0 m=

R Arenado (Gnit-blasting) Uso de particulas abrasivas: Pueden promover la colonizacién
u alimina o zirconia bacternana
*]
o Grabado acido Generacion de poros Pueden promover la colonizacion
] bacteriana
i
d Anodizacion Generacion de capas de dxido de Proceso complejo que depende de
a titanio varios factores como la solucion
d electrolitica , pH, tiempo y temperatura
Pulverizacion con plasma Incorporacion de moléculas bicinertes: Mo forman una unidn directa con el hueso
alimina y zirconia
Revestimientos de HA Adicion de particulas de HA Requiere tratamiento previo como el
grabado acido
Magnetron sputtering Formacién de peliculas delgadas sobre Se requiere equipo especial
un sustrato (Ti0o)

Magnesio Recubrimiento Disminucién del eje c de |a estructura
cristalina de la HA. Aumento de la
solubilidad

Estroncio Recubrimiento Se necesitan altas concentraciones

+ - - — —
F Silicatos Recubrimiento Aumento de la solubilidad, formacion de
u | fases amorfas y defectos cristalinos
n o Zinc Recubrimiento Inhibe el crecimiento de cristales de HA
n
ri: e Manganeso Recubrimiento Inhibidor del crecimiento cristalino
s
o Recubrimiento Formacion de sustituciones del tipo B
n Carbonatos provocando un aumento en la
a - solubilidad del cristal de HA
! Recubrimiento A altas concentraciones puede inhibir el
L Fluor proceso de proliferacion celular.
z
f’ Estudios in vitro demuestran que
1 RGD Molécula promotora de adhesion celular | activan al marcador apoptético caspasa
6 3
n Sp
e e Estimula la diferenciacion de células Usado principalmente en diferenciacion
cp IKVAV troncales mesenquimales neural
ut
e i
nd Sus efectos se dan como resultado de
c 1 YIGSR Promueve la angiogénesis la interaccion con otros péptidos
I c sintéticos
aa
5 s In vitro no promueve adhesion celular
Promueve la unién a la integrina a2g1 cuando se coloca sobre superficies
GFOGER de osteoblastos tratadas con cubiertas de HA

Tabla 2. Diversos métodos empleados en la modificacion de superficies de implantes
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Y JUSTIFICACION

En la actualidad existe una amplia gama de materiales para su aplicacion en
implantes tanto de uso odontoldgico y ortopédico. A pesar de que el titanio sigue
siendo el estandar de oro y posea una buena aceptacion por el organismo, existe
una proporcion significativa de falla debido a un insuficiente proceso de
oseointegraciéon o procesos infecciosos. Una alternativa para subsanar dicho
problema es la adsorcién de moléculas funcionales que permitan incrementar la

adhesion celular a las superficies.

Las investigaciones enfocadas al mejoramiento de las superficies de implantes
tienen como objetivo aumentar la capacidad osteoinductora de los mismos; esto
es, mediante el recubrimiento con moléculas bioactivas que optimicen la
respuesta bioldgica a través de la estimulacion de la maduraciéon de
osteoblastos. Con base en las propiedades biolégicas de la proteina
HACD1/CAP en el proceso de biomineralizacién, se ha identificado una
secuencia peptidica biofuncional que ha demostrado tener la capacidad de
promover la adhesion y proliferacion celular ademas de tener un efecto promotor
de la mineralizacion, es decir, puede llegar a mimetizar algunas funciones de la
proteina per se. Ademas, al tratarse de un péptido nos brinda ventajas como una
estructura quimica mas estable, su tamafio reduce la probabilidad de
desencadenar una respuesta inmune y su sintesis resulta econémica. Es por ello
que este proyecto se centré en el estudio de la adsorcion fisica de un péptido
sintético (CAPp1s) biologicamente activo derivado de la proteina de adhesion del
cemento radicular (HACD1/CAP) a dos peliculas con caracteristicas quimicas y
topograficas distintas en su superficie: titanio (Ti) y 6xido de titanio (TiOz), esto
con la finalidad de evaluar ademas de la adsorcion, la promocion del proceso de
mineralizacién bajo condiciones que emulan un ambiente fisiolégico asi como su

efecto sobre procesos proliferacién y migracion de fibroblastos gingivales.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la capacidad de adsorcion de CAPp1s sobre superficies de Tiy TiO2
y evaluar la actividad biolégica durante el proceso de mineralizacion, asi como

en la proliferacion y migracion de fibroblastos gingivales.

Objetivos especificos

I.  Evaluar la capacidad de adsorcion de CAPp1s sobre superficies de
Tiy TiOa.
Il.  Determinar el efecto de CAPp1s adsorbido a superficies de Tiy TiO2
en la formacién de cristales de hidroxiapatita
lll.  Evaluar el papel biolégico de CAPp1s adsorbido a superficies de Ti
y TiO2 sobre el proceso de proliferacion y migracion de fibroblastos

gingivales, in vitro.

HIPOTESIS

El péptido (CAPp1s) derivado de la porcién C-terminal de la proteina HACD1/CAP
se adsorbe preferencialmente en superficies de TiO2 en comparaciéon con Ti,

induciendo la precipitacion de cristales de hidroxiapatita.
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DISENO EXPERIMENTAL

Sintesis del péptido

La sintesis de la secuencia VSFPSCCFSIAVIFM fue llevada a cabo por la casa
comercial NEP (New England Peptide) a partir de la técnica de Sheppard para la
sintesis de péptidos en fase sdélida. Durante el proceso se utilizd Fluorenil-9-
metoxicarbonil (Fmoc) como protector de la porcidon N-terminal, t- Butil para la
porcién C-terminal y acido trifluoroacético (TFA) como eluyente. Finalmente, su
grado de pureza se determiné a partir de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC).

Sintesis de superficies de Ti y TiO2 por evaporacion catodica en

radiofrecuencia (magnetron sputtering)

Para la produccion de las superficies de Ti y TiOz se utilizd la técnica de
evaporacion/pulverizacion catodica en radiofrecuencia o también conocida como
magnetron sputtering, la cual se basa en la generacion de un plasma a partir del
flujo de un gas inerte [argdn (Ar), kripton (Kr)] o un gas reactivo [nitrdgeno (N2*)
u oxigeno (O?%] y una descarga eléctrica entre el blanco (catodo) y el sustrato
(anodo) en una camara de vacio. Este plasma arranca atomos de la superficie
del blanco, los cuales son transportados a través del plasma y se condensan
sobre el sustrato o &nodo (Fig.2). Este sustrato puede ser el material al cual se
desea modificar las propiedades de superficie 0 actuar Unicamente como un

soporte fisico con poca o nula interaccion con el depdésito [56,84-87].

El blanco empleado para nuestras superficies fue de titanio con alto grado de
pureza (99.998%), usando como sustrato obleas de silicio, las cuales
previamente fueron cortadas para obtener superficies de 1 cm? Para la
generacion de superficies de TiO2 los sustratos fueron colocados en una camara
bajo una presion de 1x10° Torr, una potencia de 200 W y una atmésfera reactiva
de Ar con un flujo de 8 cm3®/min y 3 cm3/min en el caso del oxigeno, con un
tiempo total de depdésito de 45 minutos. En el caso de las superficies de Ti, el

flujo de gas consistié Gnicamente en argén (flujo de 8 cm2/min) y un tiempo de
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exposicion de 10 minutos. La presion y la potencia fueron las misma para ambos

depasitos.

Anodo

Plasma

Campo eléctrico

|
N/

Fig.2 Proceso de generacién de superficies a partir del magnetron sputtering

Posteriormente, las superficies obtenidas fueron sometidas a un protocolo de
limpieza para eliminar cualquier tipo de residuo proveniente del medio una vez
retiradas de la camara de sintesis. El protocolo de limpieza se basé en el uso de
tres soluciones con sonicacion: acetona durante 10 minutos, 2-isopropanol y

agua desionizada por 20 minutos cada una.
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Adsorcion y autoensamblaje de CAPp1s

Microscopia de fuerza atomica (MFA)

Para evaluar la capacidad de adsorcion de CAPyp1s se utilizaron superficies de Ti
y TiO2 de 1 cm? las cuales fueron divididas en dos grupos: un grupo control, el
cual consistio en 3 superficies sin péptido, y el grupo experimental, compuesto
por 3 superficies funcionalizadas con CAPp1s (1 pg/mL); CAPpis fue colocado
distribuyendo el volumen con uniformidad por toda la superficie. Después, las
muestras fueron colocadas en una camara de vacio para la eliminacion de la
humedad. Las superficies de ambos grupos fueron analizadas a partir del modo
tapping también llamado de modulacion de la amplitud (MA) el cual evalla la
topografia mediante pulsaciones intermitentes en la superficie [88,89]. Esta
técnica nos proporciona una resoluciéon atomica de superficies, particulas o
peliculas delgadas independientemente del sustrato en el que se encuentren
(conductor o no conductor). Las imagenes gque son obtenidas a partir de esta
técnica nos permiten conocer la manera en que esta estructurada una superficie.
Una de las ventajas de la técnica radica en que no dafa la superficie al entrar en

contacto con ella, es decir, no es destructiva [90-92].

Para la evaluacion de la topografia y la rugosidad presente en superficies de Ti
y TiO2 en presencia y ausencia de CAPp15 se tomaron imagenes a escalas que
van desde las 5 ym hasta los 500 nm de las superficies del grupo control y
experimental, utilizandose el microscopio electrénico de fuerza atbmica, modelo
JSPM-4210, del Laboratorio Central de Microscopia, IF, UNAM.

El procesamiento y la obtencién del analisis de rugosidad se obtuvo con el
programa WINSPM SYSTEM, realizando mediciones por triplicado en muestras
pristinas y experimentales de un area de 5 x 5 um, evaluandose la rugosidad
media (Ra) y la rugosidad cuadratica media (Rq) asi como el analisis estadistico
ANOVA con una p<0.05. La tabla 4 contiene los valores de la Ra y Rq de las

superficies evaluadas.
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Microscopia de fluorescencia

Para determinar la afinidad y la cantidad de CAPp15 adsorbido las superficies de
Ti y TiO2, el péptido CAPpis fue marcado con fluorocromo. El colorante de
eleccion fue Alexa Fluor (AF488), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Se afiadieron 5 uL de Alexa Fluor 488 en dimetilformamida (10 pg / uL) a 200 uL
de péptido CAPpis en PBS mas 20 pL de bicarbonato de sodio (1 M). Las
disoluciones se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. El péptido no
conjugado (marcado) se elimind mediante dialisis con 4 cambios de 2 L de
disolucidén salina tamponada con Tris, pH 7.4, durante 4 h cada uno, usando un
tubo de didlisis de 3.5 kDa (Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez,
CA). Después de la liofilizacion, las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su
uso. La eleccion de este colorante se baso en su capacidad de union a la porcion
N-terminal del péptido, ademas a la fotoestabilidad y estabilidad a los cambios
de pH, por lo que nos proporciona un mayor tiempo de trabajo y de captura de

imagenes [93].

En el ensayo se formaron grupos control (3 superficies de Tiy TiO2 + AF488 [1
pg/mL]) y experimental (3 superficies de Tiy TiO2 + CAPp15-AF488 [1 um/mL]).
Ambos grupos se dejaron incubar a temperatura ambiente durante 1 h. Después
al tiempo de incubacion, las superficies fueron lavadas en 2 ocasiones con TBS
(1X) dejandose secar a temperatura ambiente por 1 h; posteriormente se
tomaron fotografias con el microscopio de fluorescencia ZEISS Modelo Axioskop

2™ con los objetivos 10x, 20x y 40x.

Cuantificacién del péptido marcado

La cuantificacion de CAPp1s se llevd a cabo utilizando dos disoluciones de
lavado: TBS (1x) (utilizado previamente) y TBS+EDTA. EI TBS (disolucion salina
tamponada con Tris) es una disolucion isotonica a base de Tris, cloruro de sodio
(NaCl) y &cido clorhidrico (HCI) que no altera el pH. Por otro lado, el EDTA (acido
etilendiaminotetraacético) se utiliz6 como un detergente para desprender el
péptido adsorbido sobre las superficies. Previamente se realiz6 una curva de
calibracion de la concentracion del péptido marcado (CAPp15-AF488). Para este

ensayo se formaron grupos con 3 superficies de Ti y TiO2 + CAPp15-AF488 [1
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pg/mL]). CAPp1s fue distribuido en un area de 0.5 cm? sobre cada una de las
superficies y posteriormente colocadas en cajas de 24 pozos. Ambos grupos se
dejaron incubar a temperatura ambiente durante 1 h. Al término del tiempo de
incubacion se realizaron 2 lavados con TBS (1X) para recolectar el péptido no
adsorbido. Al final, se realizaron 2 lavados con TBS+EDTA, para recuperar el
péptido adsorbido a las superficies. A partir de los lavados con TBS+EDTA, se
tomaron 200 uL de disolucién y se colocaron en una caja de 96 pozos para la
medicion de la fluorescencia a una excitacion de 490 nm y a una emision de 520
nm en el espectrofotometro de fluorescencia Filter Max F5 (Multi-Mode
Microplate Reader, Molecular Devices®). El ensayo se realiz6 por triplicado
realizandose el analisis estadistico que consistid en una T-Student no pareada,

con una p<0.001.

Angulo de contacto
Medicién del &ngulo de contacto

La determinacion de la humectabilidad de las superficies de Tiy TiO2 con y sin
CAPpis fue realizada para determinar si el péptido (de naturaleza hidrofébica)
poseia la capacidad de alterar las caracteristicas hidrofilicas de las superficies
reportadas en 2017 por Fonseca y colaboradores [56]. La técnica del angulo de
contacto se basa en el concepto de la energia libre superficial, la cual se define
como la capacidad de un solido para aumentar su area de humectabilidad al
interactuar con un liquido [94]. A partir de este concepto partimos que la
humectabilidad depende del fluido (en este caso agua) asi como con la
composicién y caracteristicas superficiales de los materiales, determinando la
interaccidn de las moléculas de agua. Esta propiedad puede ser medida a partir
de la obtencion del valor del dngulo de contacto con base en la ecuacion
propuesta por Thomas Young en el afio de 1803 (Fig.3). Con base en los valores
obtenidos a partir del angulo formado entre la gota y el sustrato donde es
depositado, las superficies pueden ser clasificadas como hidrofilicas o
hidrofébicas (Fig.4). Existen tres técnicas empleadas para medir el angulo de
contacto: gota sésil, burbuja cautiva y el método de equilibrio de Wilhelmy. La
mas utilizada (y empleada en este trabajo) es la técnica de gota seésil, la cual
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consiste en colocar una gota inyectada por una jeringa sobre la superficie,
posteriormente se mide el angulo formado entre la gota y la superficie a evaluar
a partir de un gonidometro, el cual captura la imagen al caer la gota sobre la

superficie del material, midiendo la interfaz del liquido-sélido (Fig.5) [56,94,95].
Cos 0 = YS—YLS/YI

T

6
Ys, Ys

Superficie solida

Fig.3 8: Angulo de contacto, Ys: Energia libre del solido, Yi: Tension superficial del liquido, Ys:

Tension interfacial

Superficie sdlida Superficie sélida

Fig.4 Superficies hidrofilicas (A) propician menores angulos de contacto a diferencia de

superficies de caracter hidrofébico (B)
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Camara Muestra Fuente
de luz

- n

Ordenador

Fig.5 Flujo de trabajo de la técnica de gota sésil

Las superficies de Tiy TiOz fueron preparadas con CAPp15 @ una concentracion
de 1ug/mL dejandose en una camara de vacio durante 24 h previas a la
realizacion del analisis para su completa desecacion. Las muestras fueron
agrupadas en un grupo control (superficie sin péptido) y un grupo experimental
(superficie + CAPp15 [1 pg/mL]). Posteriormente las muestras fueron trasladadas
al Instituto de Investigaciones en Materiales (IIM) y utilizando el goniémetro
modelo Ramé-Hart Inc a partir de la técnica de gota sésil, a cada superficie le
fue colocada 4 pL de agua desionizada realizandose 3 mediciones de angulo.
Los angulos obtenidos por cada muestra fueron evaluados por triplicado para su

posterior analisis estadistico que consistié en una prueba ANOVA, p<0.05.

Formacién de cristales in situ

La capacidad de CAPp1s como un regulador en la formacion y/o crecimiento de
minerales sobre las superficies de Ti y TiO2 fue evaluada al incubarlas bajo
condiciones controladas como pH (~7.4) y temperatura (37 °C), es decir bajo
condiciones cercanas a las fisioloégicas. Se ocuparon dos disoluciones
experimentales: saliva artificial y un buffer con sobresaturacién de calcio y fosfato
(BSat Ca-POa). Con la primera solucion evaluamos la capacidad de CAPpis en
la promocién de la formacién de mineral y con la segunda disolucion se
determind la capacidad de CAPp15 como un regulador en la morfologia de los
cristales de hidroxiapatita (HA). Dado que esta ultima disolucion es capaz de

promover la formacion de dicho mineral, su estudio se centré Unicamente al
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analisis morfologico de los depdsitos a partir de la microscopia electronica de

barrido.

Los grupos fueron divididos en un grupo control (3 superficie sin CAPp15) y un
grupo experimental (3 superficies + CAPp1s [1 pg/mL]), a cada superficie le fue
agregado aproximadamente, 10 uL de péptido distribuido con uniformidad. En el
caso de las superficies experimentales, estas se dejaron incubar a 37 °C durante
una hora a temperatura ambiente para desecar el péptido. Posteriormente, cada
una de las superficies de cada grupo fue colocada en un volumen de 10 mL de

saliva artificial y 10 mL de BSat Ca-POa, respectivamente.

Todas las muestras fueron colocadas al fondo de los contenedores y se dejaron
incubar durante 21 dias a 37 °C. Posterior a este periodo, las muestras fueron
cuidadosamente extraidas de los refractarios donde fueron colocadas, se
dejaron desecar y finalmente se procedié a la caracterizacion de los depdésitos
formados en cada una de las superficies de ambos grupos con microscopia
electronica de barrido (MEB), técnicas espectroscopicas como la espectroscopia
por perdida de energia (EDS), espectroscopia de dispersibn Raman vy
reflectancia total atenuada (ATR-FTIR). Finalmente, con difraccion de rayos X
(DRX) obtuvimos la fase mineral constitutiva de los depositos.

Microscopia electrénica de barrido (MEB)

El principio del microscopio electronico de barrido es hacer incidir sobre una
muestra un haz de electrones para poder llevar a cabo un barrido superficial.
Este haz, al interactuar con la muestra producird sefiales que nos permiten
obtener informacion como la topografia de la superficie y composicion quimica
superficial. Las sefales que pueden ser detectadas por un microscopio
electronico de barrido son: electrones secundarios y electrones

retrodispersados.

El analisis de los depdsitos en las superficies fue realizado a partir de las dos
técnicas en MEB, con electrones secundarios evaluamos la morfologia de los
cristales precipitados, mientras que el uso del filtro de electrones retrodisperados

(Backscattered) estuvo fundamentado con base en la necesidad de evaluar un
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cambio en la composicion y distribucion elemental en cristales formados, el cual
fue complementado con la técnica semicuantitativa EDS para conocer las

proporciones de los elementos presentes.

Las amplificaciones se obtuvieron a partir del microscopio electrénico de barrido
de ultra-alta resolucion, modelo JSM-7800F Schottky Field Emission Scanning
Electron Microscope (analisis a partir del filtro de electrones secundarios) y del
microscopio electronico de barrido SEM 5600LV (andlisis a partir del filtro de
electrones retrodispersados) del Laboratorio Central de Microscopia, Instituto de
Fisica (IF), UNAM.

Espectroscopia por dispersion de energia de rayos X (EDS)

Con la finalidad de conocer la composicion elemental de los depdsitos formados
en las superficies en presencia y ausencia de CAPp15se procedio a la realizacion
del analisis EDS. Este método analitico semicuantitativo permite identificar la
composicion quimica elemental a través de la ionizacion de atomos en una
muestra por la expulsion de un electron de la capa interna cuando se hace incidir
un haz de electrones. Después de ser excitado por el haz, el &tomo busca la
manera de entrar a un estado de relajacion a través de la perdida de energia por
un electrén de la capa externa que pasa a ocupar el lugar del electron expulsado
por el haz. La pérdida de energia ocasiona la emisién de un foton de rayos X, la
energia de dicho rayo X es la diferencia en los niveles de energia entre el electrén
expulsado y la capa interna involucrada, por tanto, serd especifica para cada

elemento.

La realizacion del andlisis elemental de las muestras se llevo a cabo utilizando
el microscopio electrénico de barrido de ultra-alta resolucién, modelo JSM-7800F
Schottky Field Emission Scanning Electron Microscope del Laboratorio Central
de Microscopia, Instituto de Fisica (IF), UNAM.
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Caracterizacion espectroscopica de los cristales

Espectroscopia de dispersién Raman

La espectroscopia de dispersion Raman esta basada en la dispersion inelastica
de la luz generada por la muestra a partir de una fuente monocromatica. Debido
a que la luz dispersada presenta cambios en la longitud de onda respecto al haz
incidente dependiendo de la estructura quimica de la muestra, esta diferencia de
energia entre los fotones incidentes y los dispersados genera un espectro
vibracional de Raman el cual es Unico para cada tipo compuesto y sirve como
una "huella digital” para identificarlo, por lo tanto, permite determinar vibraciones
moleculares y caracterizar fases puras y mezclas de minerales con un
empaguetamiento atomico similar [96-98]. Con base en lo anterior, esta técnica
nos permitio el reconocimiento de los grupos funcionales presentes en los
depdsitos formados sobre las superficies de Ti y TiO2 y con ello tener un
acercamiento al tipo de mineral implicado, para ello el equipo utilizado fue el
microscopio focal AF acoplado a espectroscopia Raman, Witec® a una longitud
de onda de 532 cm! y una potencia de 0.26uW del Laboratorio Universitario de
Caracterizacion Espectroscopica (LUCE) del Instituto de Ciencias Aplicadas y
Tecnologia (ICAT), UNAM.

Reflectancia total atenuada por espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (ATR-FTIR)

La espectroscopia ATR-FTIR se basa en la obtencién de la absorbancia
caracteristica de las vibraciones moleculares de una muestra a partir del efecto
de atenuacion de la luz cuando es internamente reflectado en una interfaz entre
un material con un alto indice refractivo y una absorcion infrarroja de bajo indice
de refraccion, esta reflectancia interna crea una onda evanescente que se
extiende mas alla de la superficie del cristal hasta la muestra mantenida en
contacto con el cristal. ATR-FTIR es considerada una técnica que no requiere
preparacion de la muestra, es poco destructiva y el periodo de obtencion de
muestra es relativamente corto, ademas permite la identificacion de bandas que

no son detectables en la espectroscopia de dispersion Raman y debido a la alta
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sensibilidad, es una herramienta complementaria en la caracterizacion de las

muestras [99].

El andlisis se realiz6 con el espectrémetro de FTIR Nicolet modelo iS50R
acoplado con el equipo Smart iTX con punta de diamante, del Laboratorio
Universitario de Caracterizacion Espectroscépica (LUCE) del Instituto de
Ciencias Aplicadas y Tecnologia (ICAT), UNAM.

Identificacién de la fase mineral
Difraccién de rayos X (haz rasante)

La difraccion de rayos X (DRX) es una técnica no destructiva atil en la
caracterizacion de un material determinado. DRX posee la capacidad de
proporcionar las propiedades estructurales internas, como la fase cristalina de
un material debido a la capacidad de penetracién del haz monocromatico. La
sefial de DRX es producida por la dispersion eléstica del haz monocromatico con
los electrones de los atomos de la muestra, los atomos de la red cristalina hacen
gue estos rayos X sean difractados produciendo los patrones de difraccion. DRX

se fundamenta mateméticamente en la ley de Bragg:
2dSen6 = mA

En donde la d representa la separacion entre los planos cristalinos, los cuales
nos permiten conocer la estructura cristalina de la muestra; 6 es el angulo de

Bragg, m es el orden de difraccion y A es la longitud de onda de los rayos X [56].

La orientacion cristalina de los depodsitos fue analizada con la técnica de
difraccion de rayos X, incidencia rasante 1°, a 40 kV/44 mA, el intervalo del
escaneo fue de 20° a 55°, un barrido de 0.02° y una velocidad de escaneo de
0.5°/min con el difractometro Rigaku Ultima IV del Instituto de Investigaciones en
Materiales (1IM), UNAM. Para determinar la estructura cristalina, los resultados
fueron comparados con las siguientes fichas PDF (Powder Diffraction Files): 00-
009-0432 y 01-073-0380, para hidroxiapatita y cloruro de potasio,

respectivamente.
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Pruebas bioldgicas

Ensayo de proliferacion celular (MTT)

La realizacion del ensayo MTT se basé en la evaluacion de la biocompatibilidad
a partir del efecto de las superficies Ti y TiO2z (pristinas y funcionalizadas con
CAPp1s) sobre la proliferacion de fibroblastos gingivales sembrados en un area
de 1 cm?,

Esta técnica molecular permite determinar un posible efecto citotéxico de un
agente (droga o material) midiendo la integridad y actividad/funcion mitocondrial
de células en cultivo, dicha actividad se encuentra en relacién con la viabilidad y
el numero de células presentes. MTT se basa en la reduccién metabdlica del
Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol que es llevada a cabo por la
enzima succinato deshidrogenasa, presente en la mitocondria [100-102]. El
desarrollo del ensayo consistié en la siembra de fibroblastos gingivales (1x10%
células) sobre superficies de Tiy TiO2 (1 cm?) con y sin CAPyp1s. Los fibroblastos
fueron crecidos en medio DMEM suplementado con 0.2% de suero fetal bovino
(FBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) en una atmésfera de 5% de
CO2y 95% de aire y se mantuvieron en cultivo durante 0, 24, 48y 72 h. Posterior
a cada periodo de incubacion, el medio fue retirado y le fue agregado 10 uL de
MTT (0.5 mg/mL) dejandolo incubar por 3 h; posteriormente se afiadieron 100 uL
de DMSO dejandose incubar por 15 min. Finalmente, se procedi6 a la obtencién
de la lectura de la absorbancia a 570 nm en el espectrofotémetro Filter Max F5
Multimode Microplate Reader, Molecular Devices. Cada grupo fue analizado por

triplicado para su posterior analisis estadistico.

Ensayo de cierre de herida

Una vez obtenidos los resultados de viabilidad celular, el siguiente paso fue
evaluar la migracion de fibroblastos gingivales sobre las superficies incubadas
con y sin el péptido, para ello se desarrollé el ensayo de cierre de herida el cual
tiene como objetivo evaluar la migracion bidimensional de un cultivo confluente
bajo condiciones controladas. La técnica consiste en la creacion de un espacio
(herida) en una monocapa de células confluente capturando imagenes bajo

determinados intervalos de tiempo, permitiendo evaluar la interaccion célula-
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matriz y célula-célula, asi como la realizacidbn de un andlisis cuantitativo y
cualitativo de la migracion celular bajo diferentes condiciones experimentales
[103,104]. Para ello se sembraron fibroblastos gingivales (1x104 células) entre el
segundo y quinto pasaje durante 24 h, las células fueron crecidas en medio
DMEM suplementado con 0.2% (control negativo) y 10% (control positivo) de
suero fetal bovino (FBS; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) en una
atmosfera de 5% de CO2 y 95% de aire para evaluar la migracion celular en dos
intervalos de tiempo establecidos: 0y 72 horas. Los grupos fueron agrupados de
la siguiente manera: 0 h, superficies de Tiy TiOz cony sin CAPp15 suplementados
con SFB a 0.2%, 72 horas; superficies de Ti y TiO2 (sin péptido) + 0.2% SFB,
como control negativo; superficies de Tiy TiOz (sin péptido) + 10% SFB, como
control positivo; superficies de Ti y TiO2 + CAPp1s + 0.2% SFB, como grupo

experimental.

Previo al cultivo celular, todas las superficies destinadas a la realizacion del
ensayo les fueron colocada una cinta con un grosor cercano a 1 mm con la
finalidad de crear una herida delimitada. Una vez transcurridas las 24 h de
cultivo, la cinta fue retirada con la finalidad de evaluar la migracion en los dos
intervalos de tiempo descritos anteriormente. Al finalizar cada periodo de
incubacion, el medio fue retirado y las células se fijaron con glutaraldehido al 2%
durante 24 h. Posteriormente, se llevaron a cabo lavados con etanol a distintas
concentraciones (20, 40, 60, 80 y 100%). Finalmente, las muestras fueron
recubiertas con oro para su posterior analisis en el microscopio electrénico de
barrido. Se obtuvieron imagenes a diversas amplificaciones (22, 100, 500 y
1000X) a 3 kV en el microscopio electrénico de barrido de ultra-alta resolucién,
modelo JSM-7800F Schottky Field Emission Scanning Electron Microscope,

Laboratorio Central de Microscopia, Instituto de Fisica (IF), UNAM.
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ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS

Los resultados obtenidos de los ensayos de rugosidad, mojabilidad, proliferacion
y migracion celular fueron analizados por medio del andlisis de varianza
(ANOVA). Posteriormente, con la finalidad de conocer las diferencias entre cada
uno de los grupos evaluados, se procedio a la realizacidén de la prueba post-hoc
Tukey. Valores con una p<0.05 se consideraron significativos.

Mientras que los resultados obtenidos a partir de la cuantificacion del péptido
marcado se analizaron con una T- student no pareada con una p<0.001. En

ambos casos se utilizo el software GraphPad (GraphPad Software Inc, USA).
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RESULTADOS

Caracteristicas fisicoquimicas de CAPp1s

El andlisis in silico de la secuencia se llevo a cabo utilizando las herramientas
informéticas ExPasy y ProtParam, donde ambas coincidieron con la serie de
datos que son presentados en la tabla 3. En resumen, la secuencia obtenida se
encuentra compuesta por aminoacidos como Valina, Prolina, Isoleucina, Alanina
y Metionina, los cuales le confieren un comportamiento hidrofébico al estar en
contacto en solucion acuosa; CAPp15s posee un peso molecular de 1.65 kD y
presenta un punto isoeléctrico tedrico de 5.4. Es importante hacer énfasis en
estos dos ultimos datos, debido a que el peso molecular representa una gran
ventaja, dado que la probabilidad a que desencadene una respuesta inmune es
minima y, ademas, el punto isoeléctrico (pl) es un indicador de la carga negativa
que el péptido adquiere al encontrarse en una disolucion a un pH fisiologico (pH
~7.4) debido a un proceso de desprotonacién; esta carga le permitira interactuar
con cationes divalentes como el calcio (Ca*?), un elemento imprescindible en el

proceso de biomineralizacion [103-105].

Secuencia VSFPSCCFSIAVIFM
Apolares V-P-I-A-M
Polares sin carga (Hidrofilicos) S-C
Arométicos F
Peso molecular 1.65 kDa
Punto isoeléctrico (tedrico) 5.48

Tabla 3 Caracteristicas fisicoquimicas de CAPp1s
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Adsorcion y autoensamblaje de CAPp1s

La microscopia de fuerza atomica permite observar el contraste topografico de
la muestra, esto debido a que las zonas oscuras representan las partes mas
bajas de la superficie, por otro lado, las partes mas altas presentan una tonalidad
mas clara, es por ello que a partir de esta técnica es posible la apreciacion de

las caracteristicas superficiales relacionadas con la topografia [56].

En el analisis de las microfotografias topografica y de fase de la superficie
pristina de Ti (Fig.6 A-B, Fig. 7 A) y de la superficie funcionalizada con CAPp15
(Fig.6 C-D, Fig.7 B) no se observaron cambios topograficos aparentes; sin
embargo, al realizar el analisis de la rugosidad observamos que la presencia de
CAPp1s disminuye dicha propiedad, al pasar de una rugosidad promedio (Ra) de
13.1 nm (20.2) a 6.21 nm (x£0.085) (ver tabla 4) esto podria explicarse a que la
distribucion de CAPp15 se dio en las irregularidades presentes de manera nativa

en la superficie del Ti.

Fig.6 Microfotografias obtenidas con MFA en Ti. Ay B Superficie pristina, C y D superficie con
CAPpi5
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Fig.7 Microfotografias de las imagenes de fase entre las superficies superficie pristina (A) y la

superficie con CAPp1s (B)

La evaluacion de las muestras de TiO2 mostraron que la superficie pristina posee
mayor homogeneidad y menos irregularidades que la de Ti al mostrar una
rugosidad promedio (Ra) de 0.530 nm (+0.001), lo cual concuerda con lo
observado en las imagenes topograficas y de fase (Fig.8 A-B, Fig.9 A). Debido a
que las imagenes de fase nos permiten identificar un cambio en el tipo de
material que es sensado por la punta al llevar a cabo el barrido, es posible
apreciar que las superficies de TiOz incubadas con CAPp15 muestran la presencia
de particulas esferoides, las cuales presentan dimensiones que oscilan entre los
372-601 nm de didmetro y una altura cercana a los 170 nm (Fig.8 C y D, Fig. 9
A-C). La formacion de estas estructuras promueve un cambio en la rugosidad
del TiO2, dado que la rugosidad aument6 de 0.530 nm (£0.001) a 33.2 nm (£0.2).
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Fig. 8 Microfotografia obtenidas de TiO, con MFA. Ay B superficie pristina. C y D superficie
con CAPp1s

Fig. 9 Microfotografias de la imagen de fase entre A superficie pristina y B superficie
experimental. Se observa el contraste entre la superficie TiO, y CAPp1s. adsorbido. En C se
indica el tamafio de esferas. A: 372 nm, B: 426 nm, C: 460 nm, D: 557 nm, E: 601 nm

Rugosidad promedio Rugosidad cuadratica media
Superficie
Ra (nm) Rqg (nm)
Ti 13.1 (x0.2) 15.56 (+0.11)
Ti+CAPp1s 6.21 (+0.085) 8.11 (+0.18)
TiO> 0.530 (+0.001) 0.685 (+0.018)
TiO2+CAPp15 33.2 (x0.2) 39.13 (+0.15)

Tabla 4 Rugosidad Ra (media aritmética de los valores absolutos) y Rq (promedio cuadratico

de las desviaciones del perfil de rugosidad) medidas mediante AFM, ANOVA p< 0.05
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Posteriormente y como parte de los ensayos de adsorcion, el siguiente paso fue
evaluar si el fluorocromo (AF488) posee alguna afinidad por las superficies de Ti
y TiOz2, los resultados demostraron que el colorante no tiene la capacidad de

adsorberse a las peliculas (Fig.10 A-D).

Por otro lado, la unién covalente de AF488 a CAPpi15 reveld la presencia de
péptido distribuido sobre las superficies de Ti las cuales se presentaron como
particulas de distintos tamafos, posiblemente siguiendo el patrén de rugosidad
del Ti (Fig.10 E-F). Mientras que las moléculas de CAPp15-AF488 adsorbidas
sobre TiO2 adquirieron una disposicion esferoide similar a las observadas bajo
MFA (Fig.10 G-H). Esta disposicion esferoide puede deberse a dos aspectos
importantes, el primero va en relacion con la hidrofobicidad del péptido, el cual
al encontrarse en un medio polar como lo es el agua promueve su autoensamble
en estructuras esferoides; el segundo esta en relacion con la rugosidad que
presenta la superficie de TiO2 en comparacion del Ti, debido a que su bajo indice
de rugosidad le otorgaria la capacidad de exponer al péptido sobre la superficie.
Se ha observado que la estructura esferoide que caracteriza a CAPp15, Su
hidrofobicidad y la carga negativa que el péptido adquiere al encontrarse a un

pH fisiologico, pudieran mediar su actividad como centros nucleadores de

cristales minerales ya que podrian interactuar con cationes divalentes como lo
es el calcio [22,106].

A G D
{300 %) 1ooym
E F . G

Fig. 10 A-B Superficie pristina Ti, C-D superficie pristina TiO2. No se observa la adsorcién de
AF488. Panel inferior E-F superficie de Ti con CAPp1s-AF488 se observa la distribucion de
CAPp1s. G-H superficie de TiO2 con CAPp15 -AF488, la morfologia de CAPp15 se presenta a

manera de particulas esferoides distribuidas por todo el campo
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Cuantificacion de CAPp15-AF488 adsorbido a superficies

A través de la cuantificacion de CAPp1s-AF488 adsorbido a las superficies nos
fue posible identificar si el péptido posee mayor afinidad por el Ti 6 TiO2. El
grafico mostrado en la Fig.11 indica la cantidad adsorbida de péptido en un area
de 0.5 cm?, observandose una mayor adsorcién de CAPp1s sobre la superficie de
TiO2 con 27 ng/uL (x0.001), mientras que en el caso de la superficie de Ti la
adsorcion fue de 10 ng/pL (£ 0.0009) del péptido. Este resultado podria
encontrarse relacionado con la carga neta negativa que adquiere el péptido al
encontrarse a un pH fisiolégico y/o a la interaccidon de aminoacidos como la
cisteina, serina y metionina los cuales podrian estar mediando la unién del
péptido a las superficies de TiO2z a través de puentes de hidrogeno o a través de
la unién mediada por sus grupos carboxilos [72,76].
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Fig.11 La cantidad de CAPyp1s TiO2 presentd 27 ng/pL (x0.001) versus 10 ng/pL (= 0.0009) en Ti
de péptido adsorbido. T- Student no pareada con una p < 0.0001. La gréafica mostrada en la
esquina superior derecha representa la gréafica de curva de calibracién de la concentracion de

AF488 para evaluar la cantidad de péptido marcado
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Humectabilidad
Medicion del angulo de contacto

A pesar de que CAPp1s Se caracteriza por ser una secuencia con baja solubilidad
al estar en presencia de agua debido a su naturaleza hidrofébica, su adsorcion
en ambas superficies no alter6 de manera significativa el comportamiento
hidrofilico que caracteriza per se al Tiy TiO2. Como se muestra en la figura 12 y
13, el Ti como superficie control presenté un angulo de contacto de 54° (+ 2.01),
el cual incrementd a 61.93° (+ 1.69) por la presencia de CAP1s. Por otro lado, la
superficie pristina de TiO2 y en presencia de CAPpis n0O mostraron cambios
significativos en el angulo de contacto (57.89° + 2.10 y 58.05° *+ 1.7,
respectivamente). Con estos datos, observamos que aun con la presencia de
una molécula de caracter hidrofébico como CAPyp1s, las superficies conservan un
moderado comportamiento hidrofilico el cual permitiria tener una fuerte union a
proteinas del medio, que a su vez mediaria procesos de migraciény unién celular

a la superficie de estudio [61,107].

54°+2.01° | B 61.93° £1.69°

5789°+210° | O 58.05 + 1.7°

Fig.12 Imagenes representativas del andlisis de mojabilidad en superficies control y experimental
y sus respectivos promedios. A) Ti control, B) Ti+CAPpis, C) TiOz control y D) TiOz2+ CAPp1s
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Fig.13 Analisis estadistico del angulo de contacto por cada tipo de superficie. ANOVA, p<0.05

Formacién de cristales in situ

Para evaluar si la presencia del péptido podria estar regulando la morfologia de
precipitados cristalinos, empleamos un buffer con sobresaturacién de iones
calcio y fosfato (BSat Ca-POs). La figura 14 muestra la morfologia cristalina en la
pelicula de Ti posterior a 21 dias de incubacion, si bien se observa la formacion
de una densa capa de depdsito mineral, a mayores aumentos podemos apreciar
que dicha capa adquiere una apariencia porosa, mientras que la superficie
funcionalizada con CAPp15 (Fig.14 D-F) ademas de esta capa porosa se presenta
la formacién de estructuras que se han descrito como “estructuras en forma de
flor”, las cuales un tamano aproximado entre 1.4 umy 2 um. En el caso de la
superficie de TiO2 incubada con el péptido, el depdsito formado parece adquirir
una morfologia mas densa comparada con su grupo control (Fig.15). Se ha
descrito que dichas capas densas estan relacionadas con biomateriales
bioactivos de caracter poroso, lo cual nos hace inferir que la rugosidad que se
mantiene en ambas superficies al ser funcionalizadas con CAPp15 podria estar
modulando esta morfologia de precipitados de Ca/P en dichas superficies bajo

condiciones de sobresaturacion.
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Fig.14 Depositos formados en las superficies del grupo control Ti (A-C) y experimental Ti +
CAPp1s (D-F). En el panel inferior observamos la formacion de estructuras en flor cuando la

superficie es tratada con CAPpis. Amplificaciones 3,000 x, 5,000x y 20,000x, respectivamente

Fig.15 Depositos formados sobre el TiO», control (A-C) y experimental (D-F).

Amplificaciones 3,000 x, 5,000x y 20,000x, respectivamente
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Por otro lado, la utilizacion de un suero fisioldgico simulado como lo fue la saliva
artificial nos permitio conocer el efecto de CAPp15 sobre superficies de Tiy TiO2
cuando se tiene un ambiente con un pH y temperatura controlada. En la figura
16 se muestran los depdsitos formados sobre la superficie de Ti en ausencia de
CAPp1s (A y B), dichos precipitados se encuentran dispersos sobre toda la
superficie y con variadas morfologias, los cuales al ser analizados bajo el filtro
de electrones retrodispersados (C) demostraron ser estructuras quimicamente
diferentes al sustrato. Al mismo tiempo, el analisis EDS revel6 que estos
precipitados se encuentran formados principalmente por elementos como K
(0.97 Wt%) y CI (1.26 W1t%), por lo que podrian tratarse de sales de cloruro de
potasio (KCI) formados a partir de la solucion de saliva artificial; ademas, se
identificaron elementos como Ca (0.61 Wt%) y P (0.66 Wt%), cuya relacion Ca/P
fue de apenas 0.92 (Fig.17). Las superficies incubadas con CAPpis mostraron
precipitados dispersos y de morfologia similar al grupo control (Fig.16 D-F). Al
realizar el analisis EDS (Fig.18) se encontro que los precipitados se encontraban
formados principalmente por elementos como K (0.92 Wt%), Na (0.86 Wt%) y ClI
(0.15 Wt%). La poca o nula formacion de depdsitos minerales sobre la superficie
de Ti funcionalizada con CAPp15 posiblemente esté asociada a la distribucion del
péptido sobre las irregularidades presentes en la superficie (como fue observado
en el analisis de MFA), lo cual no permitié observar su efecto en la nucleacion y

crecimiento de depdsitos minerales.
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Fig.16 Superficie control de Ti (A-C) y experimental (D-F). En ambos grupos se observa la
presencia de pequefios cristales distribuidos sobre toda la superficie. Imdgenes C y F tomadas
con el filtro de electrones retrodispersados. Amplificaciones 500x, 5,000x y 1,000x,

respectivamente

Fig.17 Mapeo elemental en la superficie pristina de Ti. Con colores se muestra la distribuciéon

por elemento. Al realizar el analisis de relacion Ca/P observamos que esta es de 0.92
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Fig.18 Mapeo de elementos presentes en la superficie de Ti funcionalizada con CAPpis. Los

precipitados analizados estan compuestos principalmente de Ky CI

Los depdsitos formados sobre la superficie control de TiO2 se pueden apreciar
precipitados dispersos, los cuales presentan un patrén similar a placas. Al
realizar acercamientos de estas estructuras, parecen estar formadas de placas
desorganizadas (Fig.19 A-C). Su analisis elemental (Fig.20) reveld diferencias
notables en cuanto al porcentaje en peso de elementos como Ca, P, Na, Ky Cl,
ya que los depdésitos se encontraban mayoritariamente formados por Ca (17.56
W1%), P (11.74 Wt%), seguido por CI (1.53 Wt%) y K (1.19 Wt%). Es importante
seflalar que dentro de las estructuras dichos elementos se encuentran
distribuidos en toda la estructura de los cristales, es decir no presentan un

acomodo preferencial.

La superficie funcionalizada con CAPpis presenta precipitados de
aproximadamente 4.5 ym de diametro, similares a flores, formadas a partir de
cristales en forma de placas/laminas con un grosor de 50 nm las cuales se
distribuyen sobre un depdsito conformado por hojuelas (Fig.19 D-F). Al observar
dichos precipitados con el filtro de electrones retrodispersados (Fig.19 F),
podemos apreciar que ambos tipos de estructuras se encuentran compuestos
por elementos pesados y ligeros, es decir, existe un cambio en cuanto a
conformacién elemental. El analisis EDS (Fig.21) reveld que los precipitados
localizados sobre el lecho de hojuelas se encuentran compuestos principalmente
por elementos como Cl (15.8 Wt%) y K (8.9 Wt). Mientras que la distribucion

elemental de Ca y P se concentré principalmente en las hojuelas con una
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presencia en peso de 16.5 Wt% y 9.2 Wt%, respectivamente; ademas el radio
Ca/P fue 1.78, mayor que el presentado en la superficie control. Las morfologias
adoptadas en los depdsitos formados en la superficie de TiO2 con CAPp15 han
sido identificadas como formas que puede adquirir la hidroxiapatita al ser
sintetizada a pH fisiolégico (~7.4). Como se mencion0 anteriormente, la carga
adquirida por la secuencia peptidica a este valor de pH le permite interactuar con
los iones calcio, asi como la distribuciéon de CAPp1s sobre la superficie de TiO2
son caracteristicas importantes que contribuyen en la nucleacion de cristales de
apatitas [22,108,109].

Fig.19 Superficies de TiOz control y experimental. En el panel superior se muestran los

depdsitos formados en ausencia de CAPp1s, los cuales presentan un patron en forma de
placas/laminas distribuidos por toda la superficie, algunos de ellos adquieren una morfologia
indefinida. La funcionalizacion con CAPp1s permite la precipitacién de depdsitos con una
morfologia en nano hojuelas. Imagenes C y F tomadas con el filtro de electrones

retrodispersados. Amplificaciones 500x, 5,000x y 1,000x, respectivamente
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Fig.20 Mapeo elemental de la superficie control de TiO,. La distribucién de los elementos se

torna méas homogénea. Relaciéon Ca/P 1.49

(][l s[Gla] e

Fig.21 Mapeo elemental de los depésitos formados en la superficie de TiO; funcionalizada con
CAPyp1s. Por color, es posible apreciar la distribucidn de cada elemento dentro del depdsito. La
relacion Ca/P fue de 1.78
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Caracterizacion espectroscopica de los cristales

Los subsecuentes analisis espectroscopicos de ambas superficies con y sin
péptido nos permitieron determinar la presencia de grupos funcionales
constituyentes de los depdsitos formados. Al realizar el andlisis de todas las
superficies por medio de la espectroscopia de dispersibn Raman se presento
fluorescencia como sefal de interferencia; sin embargo, solo la superficie del
grupo control del Ti fue la Unica en donde la interferencia produjo un fondo que
no permitié la observacién de bandas (Fig.22 A). En el caso de la superficie
funcionalizada con CAPyp1s, la espectroscopia Raman nos permite observar la
banda 521 cm™ correspondiente al modo vibracional propio del silicio cristalino,
material utilizado como sustrato para el depdésito de las peliculas, (misma que
podemos seguir observando en los demas grupos) ademas de la presencia de
dos bandas mas, una a 963 cm*y 3576 cm, la primera es caracteristica de un
vl stretching simétrico (P-O) del fosfato (PO4%), la segunda corresponde a un
stretching (O-H) y es producto de la presencia de grupos hidroxilo (Fig. 22 B).
Por otro lado, y a pesar de que la fluorescencia estuvo presente en el andlisis de
todas las muestras, los espectros obtenidos en las superficies de TiO2 (tanto del
grupo control y experimental) permitié la identificacion de bandas, como por
ejemplo las bandas v2 438 cm™ (bending, O-P-O) y v1 960 cm™ (stretching, P-
O) que corresponden a modos vibracionales del grupo fosfato (PO4%), mientras
que la banda 2861 cm corresponde a un grupo OH". La superficie experimental
ademas de las bandas descritas en la superficie control, permitid identificar la
presencia de otras como v4 596 cm™ (bending), 839 cm?, v3 1048 cm™?
(stretching asimétrico), 1309 cm™, 1452 cm™ correspondientes al PO4* . La
banda a 2979 cm corresponde al KCI, mientras que las bandas 3122 cm™ y
3499 cm abarcan el intervalo de los modos vibracionales del grupo OH- (ver
tabla 5), ambos compuestos por elementos presentes en los analisis EDS
previos (Fig.23) [109-113].
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Fig.22 Espectro Raman de las superficies de Ti. Grupo control (A) no se logran apreciar
bandas debido a la fluorescencia. Grupo experimental (B) es posible distinguir 3 bandas

caracteristicas de silicio cristalino, PO43y OH
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Fig.23 Espectro Raman en superficies de TiO.. En el grupo control (A) y grupo experimental (B)

se observan bandas caracteristicas de grupo PO43, Si cristalino, KCl y grupos OH

El andlisis a partir de ATR-FTIR permitié identificar bandas que con
espectroscopia de dispersion Raman no pudieron ser visibles. La superficie
control de Ti (Fig.24 A) muestra un conjunto de bandas, mismas que en la
literatura se han reportado como caracteristicas del fosfato octacalcico (OCP)
como 992 cm la cual es representativa de un stretching P-O del PO4%; las
bandas a 1040 cm,1078 cm™ y 1181 cm™! se asocian a un v3 PO4%; mientras
que la banda v2 1647 cm seria representativa de las sales de cloruro de potasio
(KCI). La superficie experimental ademas de presentar las bandas mencionadas
con anterioridad (a excepcién de 1181 cmy 1647 cm™) presenté otro conjunto

de bandas caracteristicas de OCP como 590 cm™ v4 PO4%, 635 cm™ del grupo
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OH", mientras que las bandas a 877 cm™ y 986 cm! representan un stretching
del PO4* asociadas a la fase mineral Brushita. Las bandas 1127 cm™, 1213 cm-
Ly 1273 cm corresponden a un stretching v3 asociado al HPO4?, 1173 cm™ es
una banda caracteristica del sulfato de calcio (CaS0a4), 1441cm™y 1541 cm son
bandas caracteristicas de un v3 CO3%y finalmente 1630 cm™ se asocia a un v2
del H20 [113-116,119].

A diferencia de los espectros obtenidos de las superficies de Ti, los obtenidos a
partir del TiO2 mostraron modos vibracionales correspondientes a la
hidroxiapatita. En el caso del grupo control, podemos identificar bandas ubicadas
en un intervalo que va de los 500-2000 cm™. La mayoria de las bandas
localizadas en la superficie control se presentaron de igual manera en la
superficie experimental, a excepcién de la banda 601 cm™* y 1179 cm
correspondientes a un v4 y v3 del PO4*, respectivamente. El espectro obtenido
a partir de la superficie del grupo experimental (Fig. 25) presenta un doblete a
1455 cm? y 1541 cm™ (vibracién de estiramiento asimétrico v3) y un singulete
v2 a 875 cm? representativos de CO3? del tipo A (presentes en hidroxiapatita
carbonatada). Por otro lado, las bandas 557 cm™ (estiramiento v4), 589 cm
(estiramiento v4), 963 cm? (estiramiento v1), 1021 cm™, 1038 cm™ y 1088 cm™
(estiramiento v3) corresponden a modos vibracionales del PO4%, 630 cm™ty
931cm corresponden a la presencia de grupos OH- (ver tabla 5), 1216 cm™* es
representativo de stretching v3 del HPO4?, las sales de KCIl se estaria

confirmando con la presencia de la banda v2 1647-1644 cm™ [114-119].

A o008 B
Ti+saliva artificial 0.16), 590 Ti+CAP_ _+saliva artificial

Absorbancia
Absorbancia

"
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

- -1
Numero de onda/ cm’”' Numero de onda/ cm

Fig. 24 Espectro ATR-FTIR. En A superficie control y B superficie con CAPp1s. La presencia de
las bandas 590, 635, 877, 986-992, 1040 y 1072-1078 cm* en la superficie experimental

confirman la presencia de OCP
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Fig.25 Espectro ATR-FTIR: En A se observan bandas en el intervalo de los 500-1100 cm-!

correspondientes a HA, en el grupo experimental (B) ademas de estas bandas, se observa un

singulete a 873 cm y un doblete a 1415 cm y 1455 cm! correspondiente al grupo funcional

CO372

EspectroscopiaRaman

ATR-FTIR

Tipo de superficie

Ti

Ti

+
CAP,,;

TiO,

Tio,
+

CAP5

PO*

963 cm-!

438 cm!
960 cm-?

839 cm!
1048 cm!
1308 cm?
1452 cm!

OH-

35876 cm?

2861 cm?

M22 cm?
3499 cm-?

co.>

PO.>

992 cm!
1040 cm-?
1078 cm?
1181 cm?

590 cm!
877 cm-!
886 cm!
1040 cm!
1072 cm?

557 cmr!
601cm?
963 cm!
1021 cm?
1038 cm-?
1076 cm-?
179 cm?

557 cm!
580 cm!
963 cm!
1021 cm!
1038 cm!
1078 cm?

OH-

635 cm!
1630 cm-?

630 cm!
931 cm?

Co.*

1441cm
1541 cm-?

1450 cm?

875 cm?
1455 cm?
1541 cm?

Tabla 5. Principales bandas presentes en los espectros Raman e infrarrojo por cada tipo de

superficie
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Difraccién de rayos X (haz rasante)

Los difractogramas obtenidos de las superficies de Ti indican, en el caso de la
superficie control, Unicamente la presencia de cristales de KCI (Fig. 26 A). Por
otro lado, el difractograma de la superficie experimental (Fig.26 B) no mostro la
presencia de los precipitados compuestos por K y Cl, como se observd de
manera previa a partir de MEB y EDS, esto podria deberse a una escasa
presencia sobre la superficie o incluso a una falta de cristalinidad de los
depositos. Las fases cristalinas fueron indexadas con ayuda del software y con

fichas PDF mostradas en la figura 26.

En el caso de las superficies de TiOz2, la superficie control presenta cristales de
KCI (Fig. 27 A), identificandose planos de crecimiento como (111), (220) y (222)
mientras que en la superficie experimental se presentan los planos (200), (220)
y (222). La hidroxiapatita presente en los depdsitos se identifica a partir de los
planos (002), (102), (211), (112), (202), (221), (203), (222) y (004) en la superficie
control; mientras que las orientaciones de crecimiento observados en la
superficie con CAPp15 son (101), (002), (211), (112), (004) y (511).

Es importante mencionar que el difractograma de la superficie control presenta
un patrén difuso, esto posiblemente resultado de una escasa cristalinidad de los
depdsitos precipitados, al tiempo de exposicion o al espesor de la capa
precipitada en comparacion con la superficie funcionalizada con CAPp1s en la
cual el patron de difraccion presenta menos ruido. La identificacibn de ambas
fases cristalinas se llevé a cabo con las fichas PDF 01-073-0380 para KCI y 00-
009-0432 para HA (Fig.27) [120-121].
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Fig.26 Superficie control (A) se observan planos de crecimiento correspondientes a cristales de

KCI (azul) y Ti (rojo). Superficie experimental (B) solo muestra la presencia de planos que

corresponden a 6xido de titanio
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Fig.27 Superficie control (A) y superficie experimental (B) se observan planos de crecimiento

correspondientes a cristales de KCI (azul) y cristales de hidroxiapatita (verde)
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Pruebas bioldgicas
Ensayo de proliferacion celular (MTT)

Los resultados del ensayo muestran que las superficies empleadas en este
trabajo no son citotoxicas, ya que favorecen la proliferacion celular. Las
superficies de Ti y TiO2 tratadas con CAPpis presentaron un incremento
significativo en la proliferacion celular, ANOVA p<0.05 (Fig.28). Si bien la
adsorcion de CAPp1s a las superficies propicia un aumento en la proliferacion
celular, su mecanismo de accion aun es un campo de estudio por explorar.
Algunos estudios han mostrado que la proteina completa (HACD1/CAP) induce
la proliferacién de fibroblastos gingivales mediante la activacién de la via MAPK;
esto es, a partir de la activacion de la fosforilacion de ERK2, lo cual finalmente
conduce a la activacion del factor de transcripcion c-fos, dicho factor de

transcripcion se encuentra relacionado a la proliferacion celular [25,87].

Ti control
8 r —&—Ti Experimental
TiO2 control

—@—Ti0D2 experimental

# Células (1x10%)

Tiempo (Horas)

Fig.28 Efecto de la funcionalizacién de CAPp1s en la proliferacion celular. ANOVA, p<0.05
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Ensayo de cierre de herida

El disefio de una herida homogénea de aproximadamente 1 mm de ancho a lo
largo de las superficies permitio la evaluacion de la migracion de fibroblastos
gingivales cultivados en ausencia y presencia de CAPp1s. La observacion de las
superficies a las 0 h muestra una herida bien delimitada con la ausencia de
células en su interior, (superficie control de Tien Fig. 29 Ay E, y lade TiOzen la
Fig.30 Ay E). El porcentaje de cierre de la herida se evalu6 al transcurrir 72 h de
cultivo. Las superficies del grupo control suplementado con 0.2% de SFB fue de
7.49% para el Ti (Fig. 29 By F) y de 6.83% en el caso del TiO2 (Fig. 30 By F).
Se empled un segundo grupo control suplementado con 10% de SFB (control
positivo), el cual mostré un porcentaje de cierre del 8.63% en la superficie de Ti
(Fig. 29 Cy G) yun 7.01% en el TiO2 (Fig. 30 C y G). Mientras que la mayor tasa
de migracién se presentd en las superficies tratadas con CAPp15, en donde la
superficie de Ti present6 un porcentaje de cierre 23% (Fig. 29 Dy H) y en el caso
de la superficie de TiO2 el porcentaje de cierre fue de 17.59 % (Fig.30 Dy H). La
migracion celular se identificd por la pérdida de los bordes a lo largo de toda la
herida; la morfologia de las células se caracterizé por ser alargada y estrellada,
ademas de que se observaron prolongaciones citoplasmaticas denominadas
filopodios, los cuales se encuentran asociados con mecanismos de adhesion y
migracion celular (Fig. 29 y 30 E-H). ANOVA p<0.0001
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Fig.29 Migracion de fibroblastos gingivales sobre superficies de Ti a 0 h (A y E). El control

negativo (B y F), positivo (C y G) y el experimental con CAPp1s (D y H) fueron analizados a las

72 h de cultivo

Fig.30 Migracion de fibroblastos gingivales sobre superficies de TiO, a 0 h (A 'y E). El control

negativo (B y F), positivo (C y G) y experimental con CAPp15 (D y H) fueron analizados a las

72 h de cultivo
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Fig.31 Porcentaje del cierre promedio en los grupos. El mayor cierre se obtuvo en las
superficies tratadas con CAPp1s versus los grupos control positivo y negativo. ANOVA
p<0.0001
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DISCUSION

La respuesta bioldgica que se forma entre el huésped y un implante se encuentra
intimamente relacionada con las caracteristicas que este Ultimo posea en su
superficie. Factores como la composicion quimica, topografia y humectabilidad
pueden tener un papel sinérgico en el proceso de adhesion y proliferacion celular
modulando el proceso de oseointegracion, el cual contribuye a una mayor
estabilidad del implante, minimizando el riesgo al fracaso. Dadas las cualidades
como la biocompatibilidad y la resistencia a la corrosion, el titanio y las
aleaciones a base de titanio son utilizadas ampliamente en la fabricacion de

implantes de caracter dental y ortopédico.

Se sabe que la biocompatibilidad del titanio es producto de su interaccién con el
oxigeno al formar una capa de oxido (TiO2) la cual contribuye a la union de
moléculas organicas, iones y células, incrementando la actividad osteogénica
[73,122]. A pesar de que la sobrevida de los implantes generalmente es alta, ain
existe un alto riesgo de fracaso. De Trino y colaboradores [63] en 2018,
mencionan que la tasa de fracaso puede ser del 20% en caso de los implantes
dentales y hasta de un 35% en el caso de implantes ortopédicos, es por ello que
a partir de la modificacion de las superficies en los implantes se busca disefiar
superficies bioactivas que permitan acelerar el proceso de oseointegracion.
Nuestro trabajo de investigacion se basé en la utilizacion de un péptido (CAPp1s)
derivado de la porciébn C-terminal de la proteina de adhesién del cemento
radicular (HACD1/CAP) como molécula bioactiva capaz de promover el proceso
de mineralizaciéon al ser adsorbida sobre superficies de Ti y TiO2. Dicha
capacidad como promotor del proceso de mineralizacion esta basada en
investigaciones previas realizadas por Salgado [25] y Hernandez [24] en donde
demostraron a partir de estudios in vivo, que CAPp15 posee la capacidad de
promover formacién 6sea de novo en tibias de conejo y promover el proceso de

remineralizacion en ratas con osteoporosis inducida.

Con base en nuestros resultados, comprobamos que tanto la topografia y la

quimica superficial de las peliculas de Ti y TiOz influyeron en la adsorcién y en
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la distribucion del péptido. Dentro de los resultados encontramos que las
superficies de Ti presentaron una topografia irregular, dando lugar a una
rugosidad caracteristica lo cual limitd la distribucion de CAPpis a dichas
irregularidades, por tanto la distribucion del péptido fue dificil de identificar en las
imagenes de fase y topogréficas del andlisis de MFA y Unicamente es posible
comprobar su presencia a partir de los ensayos de fluorescencia y
humectabilidad, por lo que posiblemente no logramos evidenciar un efecto
considerable en la regulacién de la morfologia y maduracion de cristales. Por
otro lado, en las superficies de TiO2 fue mas evidente identificar la presencia del
péptido mediante las diferentes técnicas analiticas. CAPp1s adquirid6 una
morfologia esferoide cuando se adsorbe sobre las superficies de TiO2, esta
caracteristica puede estar relacionada en principio al caracter hidrofoébico de
CAPyp1s, el cual debido a su baja solubilidad al encontrarse en un medio acuoso
genera ese tipo de ensamble; ademas, de que su presencia condujo a un
aumento del indice de rugosidad del TiO2. Montoya y colaboradores [22] en 2014
observaron esta misma caracteristica de ensamble en la proteina completa
(HACD1/CAP), y ellos determinaron que estas esferas nanoestructuradas
pueden tener un tamafio aproximado entre 7-27 nm teniendo la capacidad de
agruparse en particulas mas grandes actuando como centros nucleadores de
cristales de hidroxiapatita. Se ha visto que esta misma disposiciébn en nano
esferas a pH fisioldgico se presenta en la amelogenina, la cual es una proteina
hidrofébica (al igual que HACD1/CAP) implicada en el crecimiento y organizacion
del esmalte dental. Esta estructura en nano esferas, le permite controlar la fase
mineral, forma y organizacién de minerales. Deshpande [129] demostrd que la
interaccion que existe entre las fibras de colagena con las nano esferas de
amelogenina regulan la mineralizaciéon de fosfatos de calcio promoviendo la
formacion de matrices de cristales minerales asociados a las fibras de colagena,
es decir, esta disposicion esferoide podria contribuir a la formacion de

interacciones entre una fase mineral y una organica.

La adsorcion de moléculas organicas a superficies ya sean proteinas o
secuencias peptidicas es producto de una serie de eventos relacionados con la
interaccion de la molécula con el medio, la interaccion del agua con la superficie

(hidrofilia/hidrofobicidad) asi como de las interacciones que puedan surgir entre
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la molécula y la superficie a partir de las interacciones hidrofobicas, fuerzas de
Van Der Waals, interacciones electrostaticas y puentes de hidrogeno. Por
consiguiente, ademas de la organizacion del péptido evaluamos su afinidad a las
superficies a partir de su cuantificacion para conocer la existencia de una mayor
atracciéon ya sea a las superficies de Ti o TiO2 a partir de su marcaje con un
fluordforo. Los resultados revelaron que CAPp15 posee una mayor afinidad a las
superficies de TiOz2, esto podria estar en relacion con lo citado por YazdanYar
[73] en 2018, el cual menciona que ya sea en condiciones in vitro o in vivo, el
TiO2 sufre una hidroxilacion en su superficie producto de la adsorcién de
moléculas de agua al encontrarse en el medio acuoso, sumado a lo demostrado
por Langen y Menkel [124] en 2003, en donde mencionan que en el caso de
aminoacidos como la cisteina y la serina (los cuales poseen en su cadena lateral
grupos tiol e hidroxilo, respectivamente) su adsorcién a superficies de TiO2
tendria la capacidad de crear enlaces fuertes a partir de sus cadenas laterales.
En este sentido, considerando que CAPp15 €s una secuencia mayoritariamente
compuesta por serinas y cisteinas, esto podria ser una aproximacion al
entendimiento del mecanismo por el cual existe una mayor adsorcion del péptido

a las superficies de TiOz que de Ti.

Otro factor implicado en el mecanismo de adsorcion de moléculas a superficies
es el tipo de interaccion que existe entre moléculas de agua y superficie, es decir
la hidrofilia e hidrofobicidad. La energia libre superficial de los materiales al ser
medida a través de la técnica de angulo de contacto con una sustancia polar
(agua, por ejemplo), clasifica a los materiales como hidrofébicos e hidrofilicos,
es decir, un angulo de contacto que oscile entre 90° y 150° se presenta en
superficies consideradas hidrofébicas (baja humectabilidad) mientras que
valores de angulo de contacto inferiores a los 90° se asocian con sustratos que
adsorben de manera facil moléculas de agua debido a la presencia de grupos
polares presentes en su superficie, es decir, son consideradas hidrofilicas (alta
humectabilidad) incluso se considera que angulos menores a los 5° son
representativos de superficies superhidrofilicas [56,94]. El comportamiento de las
superficies de Ti y TiO2 en presencia de CAPp15 nos demostré que aun cuando
el péptido es de naturaleza hidrofébica, las superficies mantenian su naturaleza

hidrofilica al presentar valores por debajo de los 65°. Estos resultados
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concuerdan con lo descrito por Fonseca [56] en 2017, demostrando a partir de
ensayos de angulo de contacto la hidrofilia presente en superficies de TiO2. La
moderada hidrofilia presente en las superficies de Ti y TiO2 podrian actuar
mediando una mejor respuesta en la adsorcion del péptido, asi como de una
futura adhesion celular. Kulkarni [74] en 2015 menciond que superficies
hidrofébicas podrian propiciar un mayor aumento en la adsorcion de proteinas
producto de interacciones hidrofébicas presentes, sin embargo, esto también
podria desencadenar cambios conformacionales e incluso desnaturalizacion de
las proteinas adsorbidas, en el otro extremo, superficies altamente hidrofilicas
no tienen la capacidad de adsorber proteinas en un medio acuoso ademas de

promover una disminucién de la adhesién y proliferacion celular.

Ademas de influir en la morfologia y adsorcion del péptido, las interacciones que
surgen a partir de la unién péptido-superficie pueden llegar a modular el proceso
de mineralizacion. Es por ello, que a partir de los ensayos para evaluar el efecto
de CAPp1s adsorbido a las superficies de Ti y TiO2 bajo condiciones que emulan
un ambiente fisiol6gico, comprobamos la afinidad de elementos como calcio y
fésforo sobre las superficies de TiOz principalmente en presencia de péptido. Las
imagenes obtenidas por medio de MEB vy los analisis EDS demostraron que los
precipitados formados en ambas superficies fueron distintos en cuanto a
morfologia y composicion, encontrandose mayoritariamente precipitados
compuestos principalmente por Nay K sobre las superficies de Ti. En el caso de
las superficies de TiO2 sin la adsorcién de CAPp15 se forman precipitados con
una morfologia similar a placas concéntricas, mientras que las superficies
funcionalizadas con CAPp15 muestran estructuras en forma de “flor”, en ambos
casos el analisis EDS revel6 que dichos precipitados se encontraban
principalmente formados por los elementos Ca y P, mostrando una relacién Ca/P
de 1.49y 1.78, respectivamente. Pedrota [126] en 2004 evalu¢ la interaccion de
algunos iones mono y divalentes (Na*, Rb*, Ca?', Sr* y Zn?") que estan
presentes soluciones fisiolégicas simuladas y en el suero sanguineo humano,
con superficies de TiO2 neutras y con carga negativa, es decir parcialmente
hidroxiladas; se observé que los cationes mas pequefios como Na*, Ca?ty Zn?*
poseen mayor adsorcion en comparacion con los iones mas grandes como Rb*

y Sr2*. En otro estudio Koppen y Langel [125] en 2006 demostraron la interaccion
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preferencial de cationes hacia superficies de TiOz parcialmente hidroxiladas
(carga negativa) mientras que iones con la misma carga (aniones) se mantienen
difundidos en la soluciéon. La morfologia de los precipitados formados sobre las
superficies de TiO2 en presencia de péptido han sido identificadas como formas
que puede adquirir la hidroxiapatita al ser sintetizada a pH fisiol6gico (~7.4) sin
embargo debido a la capacidad de CAPpis de actuar como centro nucleador de
cristales de hidroxiapatita producto de la carga que adquiere al estar en un medio
con un pH fisiologico y su morfologia de nano esferas le permite interactuar
preferencialmente con iones calcio contribuyendo en la nucleacion de cristales
de hidroxiapatita, es por ello que si bien los precipitados se encuentran
mayoritariamente conformados por calcio y foésforo se mantiene con una

distribucién diferente del potasio, sodio y cloro.

Al evaluar estos depdsitos a partir de la espectroscopia de dispersion Raman se
demostré la presencia de grupos fosfatos en todas las superficies. Timchenko
[110] en 2018 menciona que el modo vibracional v1 (stretching) correspondiente
al PO4* tiende a ser la banda mas intensa en los tejidos mineralizados y que
esta banda puede llegar a variar debido al entorno, asi como a la sustitucion de
grupos aniénicos produciendo cambios en el grado de cristalinidad. Por ejemplo,
se ha visto que una sustitucion de las apatitas del tipo B, es decir cuando existe
una sustitucion de un grupo PO4* por CO3* la banda v1 tiende a ubicarse en el
intervalo 955-959 cm, cuando hablamos de una hidroxiapatita altamente
cristalina esta banda se desplaza en el intervalo 960-963 cm, mientras que una
banda ubicada en el rango de 945-950 cm™ nos estaria hablando de una apatita
con una red desordenada de fosfatos. Los espectros obtenidos a partir de la
funcionalizacion con CAPp15 en Ti presenta la ubicacion de esta banda a 963 cm-
! mientras que el TiO2 lo presenta a 960 cm™, lo cual nos estaria indicando la
formacion de una hidroxiapatita con un alto grado de cristalinidad en ambas

superficies.

Al realizar el analisis infrarrojo de las superficies de Ti (tanto control como en
presencia de CAPpis) se pudo identificar la presencia de bandas en 590, 635,
877, 980, 1040 y 1072 cm, que son caracteristicas del fosfato octacalcico
(OCP). Sin embargo, las superficies de TiOz incubadas con CAPp15 permitieron
identificar la presencia de grupos PO4% (557, 589, 963, 1021, 1038 y 1088 cm™),
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asi como de CO3? del tipo A, que se caracteriza por presentar un doblete entre
los 1555 y 1450 cm™ (modo vibracional asimétrico v3) mientras que el singulete
a 875 cm (bending fuera del plano de vibracién v2) es caracteristico de COs?*
del tipo B, por lo que se podria tratar de una sustitucion del tipo A-B (con un alto
contenido de CO3s? del tipo A).

La caracterizacion de los depésitos formados en las superficies de TiO2 con
CAPp1s mediante el analisis de DRX permitio corroborar la presencia de cristales
de hidroxiapatita, mediante la identificacién de los planos cristalinos (002), (211)
y (112), mientras que en el grupo control se observaron los planos (002), (102) y
(211). Con todos estos hallazgos, determinamos que en las superficies de Ti
con el péptido se observaron depdsitos minerales de fases inmaduras como el
OCP, mientras que en las superficies de TiO2 funcionalizada con CAPpis, se
identifico la sustitucion de PO4% y OH- por CO3% que corresponde a hidroxiapatita

carbonatada.

Ademas de los analisis libres de células, se realizaron pruebas biolégicas como
el ensayo de MTT y de cierre de herida. Los resultados obtenidos del ensayo
MTT demostraron que la secuencia aminoacidica propicia un aumento en la
proliferacion de fibroblastos gingivales hasta las 48 h de ser cultivados. Si bien
hasta el momento el mecanismo de accién por el cual CAPp1s podria estar
promoviendo la proliferacion celular es una incognita, se sabe que la proteina de
la cual deriva este péptido (HACD1/CAP) induce la proliferaciéon de fibroblastos
gingivales a través de la activacion de la via MAPK (donde se promueve la
activacion del factor de transcripcion c-fos mediante la fosforilacion de ERK2) en
estudios realizados en 1999 por Saito y Narayanan [130]. Por otro lado, la
presencia de CAPpis favorecio el incremento en la tasa de migracion de
fibroblastos gingivales en el ensayo de cierre de herida. Un dato curioso e
importante por destacar, es que las superficies de Ti mostraron un mejor
comportamiento en el cierre de la herida, esto puede ser debido a las
caracteristicas topograficas de dichas superficies, las cuales mostraron que en
presencia del péptido disminuye su rugosidad, mientras que en las superficies
de TiOz2 la incrementa. Es decir, existe un comportamiento preferencial de los
fibroblastos hacia superficies con menor rugosidad. Zhou y Paschalis en 2016

evaluaron el comportamiento de fibroblastos corneales en superficies de Ti con
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diferentes grados de rugosidad, sus estudios demostraron que superficies con
topografia lisa incrementa la adhesion y la proliferacion celular, asi como un

mayor aumento en la produccién de matriz extracelular [128].

Los alcances que posee la superficie de un implante para interactuar con el
entorno biologico estdn dados a partir de sus caracteristicas quimicas y
topograficas, por tal motivo la funcionalizacién a partir del uso de moléculas
bioactivas surge como recurso para mejorar el proceso de biomineralizacion.
CAPp15 demostro tener la capacidad de actuar como molécula osteoconductora
al permitir la precipitacion de hidroxiapatita carbonatada, y como molécula

bioactiva al mejorar la proliferacion y migracion celular en estudios in vitro.
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados, concluimos que el péptido derivado de la porcién C-
terminal de la proteina de adhesion del cemento radicular (HACD1/CAP) posee
una adsorcion preferencial a las peliculas de TiOz, promoviendo la precipitacion
de hidroxiapatita carbonatada después de 21 dias de incubacion en una
disolucion fisiolégica simulada, ademéas de aumentar la proliferacion y migracion
celular sobre superficies de Tiy TiO2. Sin embargo, se necesitan mas estudios
gue permitan evaluar el efecto de la funcionalizaciéon de las superficies con

CAPpis en la actividad metabdlica de células osteoblasticas.

PERSPECTIVAS

Realizar ensayos bajo distintas concentraciones de CAPp1s.

Buscar estrategias que permitan una mayor cobertura del &rea de adsorcion de
CAPp1s5, estas pueden ser desde adsorcion fisica a partir de las interacciones
electrostéticas de la biomolécula y el sustrato, hasta la adicion de linkers ya sean
sintéticos como los silanos o derivados biol6gicos como la heparina, dopaminay

chitosan que permitan la unién covalente de la molécula deseada al sustrato.

Realizar estudios de dindmica molecular con la finalidad de entender el
mecanismo de interaccioén entre los &tomos de la secuencia aminoacidica con

las superficies.
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