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DESCRIPCION
Implantes recubiertos con PUFA
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un implante de metal recubierto que se utiliza como implante médico y/o dental,
que facilita activamente la adhesion controlada de tejido duro y/o mineralizado al implante debido a que al menos
parte de su superficie esta recubierta con una capa de baja concentracion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
e irradiados con luz UV antes y/o después del recubrimiento.

Antecedentes de la invencion

Los implantes médicos, tales como los implantes dentales, implantes ortopédicos, protesis y stents vasculares se
fabrican cominmente de titanio y/o una aleacién de titanio. El titanio es el material mas frecuentemente utilizado
como implante en el hueso, ya que posee excelentes propiedades fisicas y bioldgicas, como baja densidad,
resistencia mecanica y resistencia quimica contra los liquidos corporales.

Los implantes dentales se utilizan en procedimientos de restauracién dental en pacientes que han perdido uno o
mas de sus dientes. Un implante dental comprende un dispositivo de fijacién dental, que se utiliza como un
reemplazo artificial de la raiz del diente. Por lo tanto, el dispositivo de fijacion dental sirve como raiz para un diente
nuevo. Generalmente, el dispositivo de fijacion dental es un tornillo de titanio que tiene una superficie rugosa para
expandir el area de contacto tisular. El tornillo de titanio se implanta quirGrgicamente en la mandibula, donde
después el tejido éseo crece alrededor del tornillo. Este proceso se llama osteointegracién, porque los osteoblastos
crecen sobre y en la superficie rugosa del tornillo implantado. Mediante la osteointegracion se consigue una
instalacion rigida del tornillo.

Una vez que el tornillo de titanio esta firmemente anclado en la mandibula, se puede prolongar mediante la fijacion
de un pilar al tornillo. El pilar puede estar hecho al igual que el tornillo de titanio o una aleacion de titanio. La forma y
el tamafio del pilar utilizado se ajustan de manera que llega precisamente hasta el borde de la encia después de la
fijacion al tornillo. Una restauracion dental tal como una corona, puente o dentadura puede entonces ser unida al
pilar. Como alternativa, el tornillo de titanio tiene tal forma y tamafio que llega hasta el borde de la encia después de
la implantacion, por lo que no se necesita un pilar y una restauracién dental tal como una corona, puente o
dentadura puede fijarse directamente al tornillo.

Los implantes ortopédicos se utilizan para la preservacién y restauracion de la funcién en el sistema
musculoesquelético, en particular las articulaciones y los huesos, incluyendo el alivio del dolor en estas estructuras.
Los stents vasculares son implantes tubulares dispuestos para su insercion en vasos sanguineos con el fin de
prevenir o contrarrestar una constriccion de flujo localizada, es decir, que contrarrestan disminuciones significativas
en el diametro de los vasos sanguineos.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el titanio (Ti) es el material de implante de eleccién para su uso en
aplicaciones dentales y ortopédicas y en stents vasculares. Se ha descrito que su excelente biocompatibilidad es
atribuible a los 6xidos estables que se forman facilmente sobre las superficies de Ti. Sin embargo, también se ha
descrito que la respuesta 6sea a las superficies del implante dependia de las propiedades quimicas y fisicas de las
superficies de Ti, afectando de este modo al éxito del implante. Como tal, la atencién se ha centrado en la
preparacion de la superficie de los implantes de Ti.

La superficie del Ti es solo bioinerte, por lo tanto las investigaciones actuales sobre la modificacion de las superficies
de los implantes se centra en hacer que los materiales practicamente bioinertes se vuelvan bioactivos, 0 mas bien
para influir en los tipos de proteinas absorbidas en la superficie inmediatamente después de la implantacién. La serie
de modificaciones de la superficie varia desde recubrimientos no bioldgicos, tales como carburo, fllor, calcio,
hidroxilapatita o fosfato de calcio, hasta recubrimientos que imitan el entorno biolégico usando monocapas o bicapas
de lipidos, factores de crecimiento, proteinas y/o péptidos.

En el estado de la técnica se han divulgado recubrimientos para dispositivos médicos implantables que contienen
acidos grasos insaturados. En particular, las solicitudes de patente de los Estados Unidos US2006088596,
US2007202149 y US2008118544 divulgan recubrimientos que comprenden acidos grasos poliinsaturados tales
como acido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexanoico (DHA) y vitamina E. También se divulga un proceso
para la preparacion de los dispositivos médicos recubiertos que comprende exponer el revestimiento a luz UV.

Por otra parte, la solicitud de patente de los Estados Unidos US2007299512 divulga un implante que tiene un
recubrimiento que contiene colesterol y ésteres de colesterol que se pueden recubrir adicionalmente con acidos
grasos poliinsaturados o vitaminas. Y la solicitud de patente de los Estados Unidos US2008118544 divulga
superficies hemocompatibles de productos médicos recubiertos con acidos grasos insaturados que se preparan
exponiendo el revestimiento a luz UV.
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Se han empleado varias técnicas, tales como pulverizaciéon de plasma, deposicion por laser, mezclado dinamico de
haz ionico, deposicion por haz de iones, pulverizacion magnética, prensado isostatico en caliente, deposicion
electroforética, sol-gel, implantaciéon ibnica, tratamiento con NaOH y métodos electroquimicos para depositar
hidroxiapatita (HA) o recubrimientos de fosfato de calcio sobre superficies de Ti.

Se ha descrito que los implantes recubiertos con hidroxiapatita (HA) potencian la osteoinduccién. El rendimiento
superior de estos implantes se atribuye a una osteointegracién mas rapida y al desarrollo de una mayor resistencia
interfacial, lo que tiene como resultado una fijacion esquelética temprana y un aumento del contacto 6éseo con la
superficie del implante.

Especialmente se ha empleado con frecuencia la pulverizacién de plasma, sin embargo con numerosos problemas,
incluyendo la variacién en la resistencia de union entre el recubrimiento y el sustrato metalico, la no uniformidad en
el espesor de la capa y la mala adherencia entre el recubrimiento y la superficie metdlica (Satsangi et al. 2004).

También se ha propuesto mejorar la biocompatibilidad de las protesis o implantes uniendo o integrando diversas
biomoléculas activas a la superficie de la prétesis, p. €j., sobre la superficie metélica de una prétesis de titanio. Ha
sido el objetivo con implantes preparados de esta manera que tengan un mayor ajuste, presenten mayor adherencia
al tejido y una mayor compatibilidad con el tejido, que tengan una superficie biolégicamente activa para aumentar el
crecimiento, la diferenciacion y la maduracién celular, que muestran una menor inmunoreactividad, que presenten
actividad antimicrobiana, que presenten mayores capacidades de biomineralizacién, que tengan una mejor
cicatrizacion de heridas y/o del hueso, que aumenten la densidad ésea, que tengan un menor “tiempo hasta la
carga” y causen menos inflamacion. A menudo se ha propuesto que esta unién se realice utilizando, por ejemplo,
reactivos quimicos que tengan dos funcionalidades reactivas tales como formalina o glutaraldehido, pero la
naturaleza reactiva de estos agentes conduce a menudo a que las biomoléculas se vuelvan biolégicamente inactivas
y/o aumente la inmunoreactividad, lo cual es indeseable .

Una modificacién de la superficie alternativa es usar un recubrimiento de fosfolipidos que supuestamente induce la
deposicion de fosfato célcico. El papel de los fosfolipidos también se ha sugerido en el inicio de la deposicion de
fosfato de calcio en el cartilago, el hueso, la curacién de callos de fracturas y bacterias calcificantes. Se ha
propuesto que una superficie del implante recubierta con fosfato de calcio-fosfolipido debe ser capaz de atraer la
hidroxiapatita.

Se supone que los revestimientos superficiales de monocapas o bhicapas de lipidos imitan las superficies celulares y
con ello previenen las reacciones de cuerpo extrafio. Se ha demostrado que los revestimientos lipidicos influyen en
la adhesion de proteinas a una superficie que se produce inmediatamente después de la implantacién y que se ha
observado que previenen la adhesion celular y la formacion de coagulos sanguineos (Kim et al., 2005). Ademas se
informé que ciertos fosfolipidos disminuian la adhesion bacteriana.

Los revestimientos lipidicos se basan generalmente en la adhesion fisica, donde se obtienen capas ordenadas, p.
ej., utilizando la técnica de Langmuir-Blodgett. Los lipidos de la membrana celular no solo forman un entorno pasivo
para las proteinas incorporadas en las membranas, sino que influyen en el metabolismo celular activamente. Los
métodos quimicos para el recubrimiento de sustratos metalicos con una capa de moléculas biolégicas implica
habitualmente una etapa previa para obtener grupos reactivos sobre superficies (Khan W et al., 2007, Muller R. et
al., 2006) para unir las moléculas biolégicamente activas sin alterar su estructura y con ello posiblemente su funcién
en el cuerpo.

Aun asi, los recubrimientos mencionados anteriormente se enfrentan a varios puntos negativos, debido a dificultades
técnicas no resueltas.

Sumario de la invencion

La presente invencion describe por primera vez un implante de metal recubierto para ser utilizado como implante
médico y/o dental, que facilita activamente el control de la adhesion de tejido duro y/o mineralizado al implante, tal
como la adicion de hueso, cartilago o dentina a la superficie del implante.

Un implante tipico de la presente invencion facilita activamente el control de la adhesion de tejido duro y/o
mineralizado al implante, controla la adicion de hueso a la superficie del implante, aumenta la remodelacién 6sea y/o
la biocompatibilidad del implante. El efecto del implante sobre la adhesion del tejido mineralizado y/o duro es
directamente atribuible a que al menos parte de su superficie esté recubierta con una capa de baja o alta
concentracion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA).

Por lo tanto, la invenciéon se refiere a un implante de metal recubierto para la adhesién controlada de tejido
mineralizado y/o duro, en el que al menos parte de la superficie del implante esta recubierta con PUFA (acidos
grasos poliinsaturados) quimicamente unidos por luz UV a una concentracion de 10 nanogramos/mmz, 0 menos, en
el que el implante de metal recubierto puede obtenerse por un método que comprende: i) pulir el implante de forma
especular, ii) lavar, iii) esterilizar en autoclave, a) tratar el implante con una solucién que comprende PUFA y
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b) irradiar al menos parte de la superficie del implante con luz UV de 100 a 315 nm durante un periodo de tiempo
comprendido entre 30 segundos y 30 minutos y opcionalmente c) lavar dicho implante, en el que las etapas a) y b)
se realizan simultdneamente o en cualquier orden.

La presente invencion divulga al mismo tiempo un implante de metal con mayor biocompatibilidad que puede facilitar
una incorporacion sélida en el hueso y un implante que es facil de retirar de nuevo, en el que la alta concentracion
de dobles enlaces disponibles de los acidos grasos poliinsaturados dificulta la adherencia del tejido a un implante
semi-permanente y/o temporal, el denominado implante “resbaladizo”.

La invencién divulga ademas un método para fabricar dicho implante de metal con efecto controlado sobre la
adhesion del tejido duro y/o mineralizado y/o la remodelacion tisular, en el que el implante esta recubierto con PUFA
a una concentracion especifica y se irradia con luz UV, ya sea antes, simultaneamente con, o después de la etapa
de recubrimiento.

Por consiguiente, la invencion se refiere a un nuevo y sencillo método de modificacion de la superficie para unir
quimicamente moléculas de PUFA a una superficie que comprende Ti o un 6xido de titanio utilizando irradiacion UV.
Por lo tanto, se presenta un método para fabricar un implante de metal que facilita la adhesion controlada de tejido
duro y/o mineralizado, la adicién controlada de hueso, un efecto mejorado en la remodelacion dsea y/o
biocompatibilidad, en el que el implante se recubre con PUFA a una concentracion especifica y se irradia con luz UV
antes y/o después del revestimiento.

Los objetos y caracteristicas de la presente invencion resultaran evidentes a partir de las reivindicaciones y de la
siguiente descripcion detallada considerada conjuntamente con los dibujos adjuntos. Sin embargo, debe entenderse
que los dibujos estan disefiados unicamente con fines de ilustracion y no como una definicion de los limites de la
invencion, para lo cual se debe hacer referencia a las reivindicaciones adjuntas.

Leyendas de las Figuras

Figura 1: Modificacién de los 3 grupos de superficies de moneda. Cada grupo contiene un control sin EPA en la
superficie y superficies a las que se ha aplicado 3,2 nmol de EPA/mm® o 16,3 nmol de EPA/mm® a las
respectivas superficies.

Figura 2: Angulo de contacto con el agua frente al tiempo de irradiacion UV (promedio para 3 superficies).
Después de un ligero aumento durante aproximadamente 10 minutos de irradiacion, el AC con el agua
disminuyé. El punto negro indica el &ngulo de contacto después de 30 min, donde se encontr6 una disminucion
para todas las superficies. Después de 60 minutos, la disminucion del AC con el agua se estabilizé.

Figura 3: Angulos de contacto medidos en monedas de los 3 grupos diferentes con diferentes concentraciones
de soluciones de EPA utilizadas para la modificacién superficial. A - superficies no lavadas y no irradiadas con
una capa gruesa de EPA unido fisicamente; B - superficies no irradiadas y lavadas con una fina capa de EPA
adsorbido fisicamente; C — superficies irradiadas y lavadas con una fina capa de EPA unido covalentemente.
Figura 4: Observacion profilométrica de gotas de EPA sobre superficies de Ti pulidas. Se aplicé 3,2 nmol de
EPA/mm’ a la superficie y se tomaron imagenes a) antes de la irradiacion UV y b) después de 30 minutos de
irradiacion con luz UV. Las imagenes se tomaron con una ampliacién de 50x.

Figura 5: Cambios en los espectros FTIR de EPA y EPA después de la irradiacién durante 30 min. Los nimeros
del 1 al 8 destacan los principales cambios en la estructura a los que se hace referencia en el texto.

Figura 6: Resultados para los recuentos de centelleo de monedas revestidas con “C-EPA que no fueron
irradiadas o irradiadas con luz UV durante 30 min. Las monedas no se lavaron, se lavaron una vez y se lavaron
dos veces, respectivamente.

Figura 7: Cantidad de células en las superficies después de 24 h con respecto al plastico (100 %) calculado a
partir de la cantidad de ADN en las superficies respectivas. A - superficies no lavadas y no irradiadas con una
capa gruesa de EPA unido fisicamente; B - superficies no irradiadas y lavadas con una fina capa de EPA
adsorbido fisicamente; C - superficies irradiadas y lavadas con una fina capa de EPA unido covalentemente.
Figura 8: Toxicidad de las modificaciones superficiales relativas al plastico (0 % de toxicidad) y Triton X-100 al
0,1 % (100 % de toxicidad), medida por el nivel de LDH en las superficies respectivas. A - superficies no lavadas
y no irradiadas con una capa gruesa de EPA unido fisicamente; B - superficies no irradiadas y lavadas con una
fina capa de EPA adsorbido fisicamente; C — superficies irradiadas y lavadas con una fina capa de EPA unido
covalentemente.

Figura 9: Mecanismo propuesto para la fotooxidacion de EPA y TiO» que dio como resultado una capa delgada
de EPA unido covalentemente y productos de fotooxidacion de EPA. A) el EPA se oxida dando como resultado la
generacién de Oxidos y sus radicales, peréxidos y sus radicales, peroxiacidos y perésteres dentro de la
estructura de EPA por irradiacion con luz UV y degradacion de moléculas de EPA en acidos carboxilicos y
dicarboxilicos; b) la fotooxidacion de superficies de TiO, condujo a la hidroxilacién, asi como a la reduccion de
grupos hidréxido; C) unién entre productos de fotooxidacion de EPA reactivos y grupos reactivos sobre las
superficies de TiO; irradiadas mediante la formacion de grupos éster, peréster, éter y peroxido. R1-4 — cadena
principal del EPA restante de diversas longitudes y con varios nimeros de enlaces dobles.

Figura 10. Mediciones de la prueba de extraccién de las superficies ensayadas después de un periodo de 10
semanas de cicatrizacion. Los diagramas de caja representan el valor de la mediana y la distribucion de las
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diferentes mediciones (n = 6) de cada grupo.

Figura 11. Cambios en la densidad mineral dsea volumétrica (DMOvV) del sub-implante de hueso cortical después
de 10 semanas de tiempo de cicatrizacion usando micro-CT. Los valores representan las medias + EEM (n = 6).
Figura 12. Actividad LDH medida en el liquido de la herida recogido del sitio del implante después de 10
semanas de tiempo de cicatrizacion.

Figura 13. Actividad de ALP medida en el liquido de la herida recogido del sitio del implante después de 10
semanas de tiempo de cicatrizacion.

Figura 14. Proteina total medida en el liquido de la herida recogido del sitio del implante después de 10 semanas
de tiempo de cicatrizacion.

Figura 15. Expresion génica de osteocalcina en el tejido 6seo periimplantario unido a los implantes de titanio
modificados.

Figura 16. Expresion del gen de la IL-6 en el tejido 6seo periimplantario unido a los implantes de titanio
modificados.

Figura 17. Expresion del gen TRAP en el tejido 6seo periimplantario unido a los implantes de titanio modificados.
Figura 18. Cambios en las areas de los picos de diferentes absorbancias en el espectro FTIR causados por la
irradiacion UV de PUFA.

Figura 19. a-tocoferol y algunos de sus posibles productos de fotooxidacion (segun Yamauchi et al, 2002).

Figura 20. Cambio en las areas de los picos a absorciones tipicas de a-tocoferol durante la irradiacién UV.

Figura 21. Cambios de las areas de los picos con tiempo de irradiacion UV cuando se afiadia 50 % en moles de
a-tocoferol a EPA o DHA, ilustrando el efecto antioxidante del a-tocoferol sobre los PUFAs.

Figura 22. Cambios de las areas de los picos con una absorbancia maxima a 3300 cm™ para los PUFAs con
diferentes cantidades afiadidas de a-tocoferol.

Figura 23. Esquema de la transformacion de 7DHC a 1,25 (OH)2Ds.

Figura 24. Espectros FTIR para 7-DHC que fue irradiado con luz UV durante diferentes periodos de tiempo.
Figura 25. Espectros FTIR para el colecalciferol que fue irradiado con luz UV durante diferentes periodos de
tiempo.

Figura 26. Cambios en las areas de los picos con tiempo de irradiacién UV para los espectros de absorbancia de
7-DHC y colecalciferol.

Figura 27. Los espectros de las mezclas de 7-DHC + EPA sobre las superficies de Ti antes y después de la
irradiacion UV durante 15, 30 y 60 min.

Figura 28. Cambios en las areas de los picos de la mezcla de 7-DHC + EPA sobre las superficies de Ti durante la
irradiacion UV durante hasta 60 min en comparacion con los cambios de las areas de los picos de EPA solo y 7-
DHC solo.

Figura 29. Configuracion para irradiar muestras de Ti con luz UV después de la aplicacién de mezclas de PUFA
y/o vitaminas.

Descripcion detallada

La presente invencién describe por primera vez un nuevo y sencillo método de modificacion de la superficie para unir
quimicamente moléculas de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) a un metal, tal como a una superficie que
comprende Ti y/o un 6xido de titanio utilizando irradiacion UV.

En una realizacién particular, el PUFA utilizado es el &cido eicosapentaenoico 20:5 n-3 (EPA), que es un acido graso
con efectos positivos sobre la homeostasis 6sea in vivo, tales como la remodelacion 6sea, la formacion ésea y/o la
reabsorcion dsea. La luz UV se emplea en la presente memoria para inducir sitios de unién reactivos sobre al menos
parte de una de las superficies de Ti de un implante médico (efecto fotocatalitico) y/o dentro de las moléculas de
EPA, por lo que se prevé que la radiacion UV del implante ocurra antes y/o después del recubrimiento de la
superficie de Ti con PUFA.

Como se documenta en la seccién experimental (véase por €j., el Ejemplo 2), el recubrimiento superficial de un
implante asi recubierto y expuesto a irradiacion UV (PUFA unido quimicamente) se ha caracterizado por la medicion
del AC, FTIR y recuento de centelleo. El rendimiento de las superficies recubiertas se ha probado adicionalmente in
vitro con el cultivo de células MC3T3-E1 durante 24 h y se han comparado con superficies con EPA adsorbido
fisicamente (es decir, PUFA adsorbidos fisicamente) o con superficies de Ti no modificadas, asi como a superficies
de Ti expuestas a irradiacion UV sin pre-recubrimiento con PUFA. Sorprendentemente, se demostré que las
superficies con EPA unido quimicamente tienen un rendimiento significativamente mejor en términos de adhesién
celular en comparacién con superficies de Ti no modificadas o solo irradiadas con luz UV, asi como en comparacion
con superficies con EPA adsorbido fisicamente. Lo que es mas, incluso exhibieron una toxicidad comparativamente
baja.

En el presente contexto, el término “implante” incluye dentro de su alcance cualquier dispositivo destinado a ser
implantado en el cuerpo de un animal vertebrado, en particular un mamifero tal como un ser humano. Ejemplos no
limitativos de tales dispositivos son dispositivos médicos que reemplazan a la anatomia o restauran una funcion del
cuerpo tal como la articulacion de cadera femoral, cabeza femoral, copa acetabular; stents vasculares, codo
incluyendo vastagos, cufas, insertos articulares; rodilla, incluyendo los componentes femoral y tibial, vastago, cufias,
insertos articulares 0 componentes rotulianos; hombros incluyendo vastago y cabeza; mufieca; tobillos; mano;
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dedos; dedos de los pies; vértebras; discos vertebrales; articulaciones artificiales; implantes dentales; implantes
osiculoplasticos; implantes de oido medio incluyendo implantes del yunque, martillo, estribo, yunque-estribo, martillo-
yungue, martillo-yunque-estribo; implantes cocleares; dispositivos de fijacion ortopédicos tales como clavos, tornillos,
grapas Yy placas; valvulas cardiacas; marcapasos; catéteres; vasos; implantes para el relleno de espacio; implantes
para la retencion de audifonos; implantes para fijacion externa y también dispositivos intrauterinos (DIU) y
dispositivos bioelectrénicos tales como dispositivos intracocleares o intracraneales. Los implantes médicos también
pueden ser denominados como dispositivos protésicos médicos. Generalmente, un implante médico estad compuesto
de una o varias partes del implante.

En el presente contexto, la expresion “implante ortopédico” incluye dentro de su alcance cualquier dispositivo
destinado a ser implantado en el cuerpo de un animal vertebrado, en particular un mamifero tal como un ser
humano, para la conservacion y restauracion de la funcién del sistema musculoesquelético, especialmente las
articulaciones y los huesos, incluyendo el alivio del dolor en estas estructuras.

En el presente contexto, la expresion “implante dental” incluye dentro de su alcance cualquier dispositivo destinado a
ser implantado en la cavidad bucal de un animal vertebrado, en particular un mamifero tal como un ser humano, en
procedimientos de restauracién de dientes. Los implantes dentales también se pueden designar como dispositivos
protésicos dentales. Generalmente, un implante dental estd compuesto por una o varias partes del implante. Por
ejemplo, un implante dental comprende habitualmente un dispositivo de fijacion dental acoplado a partes
secundarias del implante, tal como un pilar y/o una restauracion dental tal como una corona, un puente o una
dentadura. Sin embargo, cualquier dispositivo, tal como un accesorio dental, destinado a la implantacion, puede
referirse solo como un implante incluso si se van a conectar otras partes. Los implantes dentales son actualmente
realizaciones preferidas.

La presente invencion se refiere a un implante de metal recubierto que se utiliza como implante médico y/o dental,
que facilita activamente la adhesién controlada de tejido duro y/o mineralizado al implante, por ej., que induce
activamente la adhesién de tejido duro y/o mineralizado al implante y/o exhibe un efecto mejorado en la
remodelacion 6sea y/o biocompatibilidad del implante debido a que al menos parte de su superficie esta recubierta
con una capa de baja concentracion de acidos grasos poliinsaturados (PUFA). En una realizacion particular, al
menos parte de su superficie esta recubierta con una capa de baja concentracion de acidos grasos poliinsaturados
(PUFA) en combinacién con un fosfolipido, una vitamina y/o un antioxidante.

La presente invencion divulga al mismo tiempo un implante de metal que se utilizara como implante médico y/o
dental, que inhibe activamente la adhesion del tejido duro y/o mineralizado al implante, tal como la fijacién ésea,
debido a que al menos parte de su superficie esta recubierta con una capa de acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
en una alta concentracion. Se entiende ademas que la Ultima realizacion de la presente invencién, es decir, el
implante que inhibe activamente la adhesion del tejido duro y/o mineralizado al implante, tal como la fijacion ésea,
debido a que al menos parte de su superficie esta recubierta con una capa de acidos grasos poliinsaturados (PUFA)
en una concentracion alta, puede inducir y/o promover activamente la remodelacion ésea en tejidos que no estan en
contacto directo con el implante. De este modo, en una realizacién de este tipo, se genera un implante resbaladizo
que se puede extraer facilmente del sitio de implantacion, que todavia muestra un efecto beneficioso sobre el
crecimiento de tejido mineralizado y/o duro en la vecindad general del sitio de implantacion. Sin el deseo de limitar el
alcance de la presente invencidon a una teoria particular, el efecto beneficioso discutido anteriormente de un
recubrimiento de PUFA de alta concentracién de un implante resbaladizo sobre el cierre mediante tejido
mineralizado y/o duro es muy probablemente debido a la dilucién natural del PUFA una vez que se libera en el tejido
circundante del implante, lo que generard, por supuesto, una concentracion suficientemente baja de PUFA a una
distancia facilmente calculable de la superficie de contacto real del implante.

La invencidn divulga adicionalmente un método para fabricar dicho implante de metal con efecto inductor o inhibidor
sobre la adhesién de tejido duro y/o mineralizado y/o la remodelacién ésea, en el que el implante esta recubierto con
PUFA a una concentracion especifica e irradiado con luz UV.

El dispositivo o implante de acuerdo con la invencién se puede usar para una serie de propésitos. Ejemplos de tales
propésitos incluyen el uso para: inducir formacioén de tejido duro y/o mineralizado local (por ejemplo, tejido 6seo) en
el sitio de implantacion; controlar el crecimiento microbiano y/o la invasién en el sitio de implantacion o
sistémicamente; reducir la inflamaciéon en el sitio de implantacién o sistémicamente; estimular la reparacion,
regeneracién o formacién del ligamento; inducir la formaciéon de cartilago; nuclear, controlar y/o modelar la
biomineralizacién; mejorar la adhesion entre implantes y tejidos; mejorar la osteointegracién de los implantes;
mejorar la adherencia del tejido a un implante; dificultar la adherencia del tejido a un implante (semi permanente o
temporal); mejorar el contacto entre tejidos o tejidos e implantes, mejorar el sellado de tejido de una herida
(quirdrgica); inducir la apoptosis (muerte celular) en células no deseadas (por ejemplo, células cancerosas); inducir
una diferenciacién y/o maduracién celular especificas, aumentar la resistencia a la traccion de los tejidos; mejorar la
cicatrizacion de heridas; acelerar la cicatrizacion de heridas; modelar la formacién de tejidos; guiar la formacién de
tejidos; terapia génica local; estimular el crecimiento nervioso; mejorar la vascularizacién en tejidos adyacentes a un
implante; estimular la sintesis de la matriz extracelular local; inhibir la descomposicién de la matriz extracelular local,
inducir la liberacién del factor de crecimiento local; aumentar el metabolismo local de los tejidos; mejorar la funcién
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de un tejido o parte del cuerpo; reducir el dolor local y la molestia. El propésito dependera del tipo de implante, asi
como de la naturaleza y/o concentracion de los PUFA.

Las realizaciones actualmente preferidas pueden mejorar la osteointegracion de implantes; es decir, mejoran la
adherencia del tejido a un implante, mejoran la remodelacion 6sea, impiden la adherencia del tejido a un implante
(semipermanente o temporal), reducen la remodelacion 6sea y/o mejoran el contacto entre tejidos o tejidos e
implantes. En la actualidad se prevé que un implante presente un efecto estimulante o amortiguador sobre la
remodelacion dsea y/o la osteointegracién, pero también es posible producir un implante que muestre estos efectos
contrarios en diferentes partes del implante.

La expresion “tejido duro y/o mineralizado” se emplea en el presente contexto para describir una variedad de
diferentes tipos de tejidos naturales que se han mineralizado y/o tejido que tiene una sustancia intercelular firme. Un
tejido duro y/o mineralizado de acuerdo con la presente invencion se selecciona preferiblemente del grupo que
consiste en cartilago, hueso, esmalte dental, tejido tipo dentina, tejido duro dental y tejido cortical.

En general, el tejido mineralizado es vital para muchos fenotipos adaptativos caracteristicos en vertebrados. Tres
tejidos primarios, esmalte (enameloide), dentina y hueso, se encuentran en la armadura corporal de los antiguos
agnatos y dientes de mamiferos, lo que sugiere que estos dos érganos son homologos. El esmalte de los mamiferos
se forma en las proteinas especificas del esmalte, como la amelogenina, mientras que la dentina y la forma 6sea en
el colageno y muchas proteinas acidas, como SPP1, regulan de forma coordinada su mineralizacion.

En una realizacién actualmente preferida, el implante comprende al menos el 90 % del peso de un material metalico.

Se prefiere actualmente que el material metdlico sea titanio o una aleacién del mismo, por €j., una aleacién con
zirconio, tantalio, hafnio, niobio, aluminio, vanadio, cromo, cobalto, magnesio, hierro, oro, plata, cobre, mercurio,
estafio o zinc. En una realizacion particularmente preferida, el material metdlico es titanio.

En una realizacién. El material metalico del implante de metal recubierto se selecciona del grupo que consiste en
titanio, aleacion de titanio, circonio, hafnio, tantalio, niobio y mezclas de dos o mas de zirconio, hafnio, tantalio y
niobio.

Ademas, preferiblemente el material metdlico es zirconio, hafnio, tantalio, niobio 0 mezclas de dos o mas de estos.
El material metalico preferiblemente también es un hidruro metalico, tal como TiH, hidroxido metalico, tal como TiOH,
un hidruro de una aleacién, o un hidréxido de una aleacién. Como alternativa, el material puede ser un éxido de un
metal. Ademas, el material del implante puede ser de aluminio, oro o niquel de acero quirdrgico.

El término “cp” es bien conocido por el experto en la técnica y significa “comercialmente puro” y se refiere al nivel de
pureza del metal empleado, tal como Ti.

Cuando el material metalico es una aleacién de titanio, zirconio, tantalio, hafnio o niobio, puede ser una aleacién
entre uno o mas de estos elementos metalicos; o puede ser una aleacién que contiene uno 0 mas metales tales
como aluminio, vanadio, cromo, cobalto, magnesio, hierro, oro, plata, cobre, mercurio, estafio o zinc; o ambos.

En una realizacién actualmente preferida, el implante comprende al menos el 90 % en peso de titanio y/o una
aleacion de titanio.

En una realizacion de la invencion, el implante que comprende Ti se expone a radiacién UV antes, simultaneamente
y/o después de revestimiento con un PUFA. El TiO, es un fotocatalizador bien conocido (Nakamura et al., 2002). Si
la superficie es irradiada con luz UV, se generan pares de electrones-agujeros, se liberan compuestos de oxigeno
reactivos y las moléculas de agua se disocian y adsorben en la superficie. Esos grupos hidréxido causan una
hidrofilicidad aumentada de la superficie. La eficacia de la irradiacion UV se ha demostrado previamente mediante
mediciones del angulo de contacto (AC) y, en cierta medida, mediante mediciones FTIR (Nakamura et al., 2002;
Miyauchi et al., 2002).

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un método para recubrir un implante médico de Ti cp con una
capa delgada de PUFA, por ej., como se demuestra en los Ejemplos 1y 2 con acido eicosapentaenoico (EPA), como
alternativa el implante se expone adicionalmente a irradiacion UV y lavado (recubrimiento de PUFA unido
quimicamente) o solo lavado (recubrimiento de PUFA adsorbido fisicamente). En los ejemplos actualmente
presentados, las caracteristicas de superficie cambiadas del implante de Ti cp se detectan y caracterizan con
métodos fisicos y quimicos.

En el presente contexto PUFA significa acidos grasos poliinsaturados, un término bien conocido por el experto en la
materia que incluye un grupo bien definido de acidos grasos.
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Tabla 1. Acidos grasos comunes

Nombres quimicos y descripciones de algunos acidos grasos comunes

Nombre comdn Atomos de carbono Dobles enlaces Nombre cientifico Fuentes
Acido butirico 4 0 Acido butanoico grasa de la leche
Acido caproico 6 0 Acido hexanoico grasa de la leche
Acido caprilico 8 0 Acido octanoico aceite de coco
Acido céprico 10 0 Acido decanoico aceite de coco
Acido laurico 12 0 Acido dodecanoico aceite de coco
Acido miristico 14 0 Acido tetradecanoico | aceite de semilla de
palma
Acido palmitico 16 0 Acido aceite de palma
hexadecanoico
Acido palmitoleico 16 1 Acido 9- grasas animales
hexadecenoico
Acido esteérico 18 0 Acido octadecanoico grasas animales
Acido oleico 18 Acido 9- aceite de oliva
octadecenoico
Acido ricinoleico 18 1 Acido 12-hidroxi-9- aceite de ricino
octadecenoico
Acido vacénico 18 1 Acido 11- grasa de la leche
octadecenoico
Acido linoleico 18 2 Acido 9,12 - aceite de semilla de
octadecadienoico (n- uva
6)
Acido alfa-linolénico 18 3 Acido 9,12,15 - aceite de semilla de
(ALA) octadecatrienoico (n- lino (linaza)
3)
Acido gamma- 18 3 Acido 6,9,12- aceite de borraja
linolénico (GLA) octadecatrienoico (n-
6)
Acido araquidico 20 0 Acido eicosanoico aceite de cacahuete,
aceite de pescado
Acido gadoleico 20 1 Acido 9-eicosenoico aceite de pescado
Acido araquidénico 20 4 Acido 5,8,11,14- grasas de higado
(AA) eicosatetraenoico (n-
6)
EPA 20 5 Acido 5,8,11,14,17- aceite de pescado
eicosapentaenoico
(n-3)
Acido behénico 22 0 Acido docosanoico aceite de colza
Acido ertcico 22 13-docosenoico aceite de colza
DHA 22 6 Acido aceite de pescado
4,7,10,13,16,19-
docosahexaenoico
(n-3)
Acido lignocérico 24 0 Acido tetracosanoico pequefias
cantidades en la
mayoria de las
grasas

Como es hien conocido en la técnica, un PUFA tipico puede describirse mediante la siguiente féormula:

H3C'nx'((nx(:)n x)y'n x'((nx(:)n x)y'nx'COOH

en la que:
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n es cualquier C natural y/o modificado artificialmente y/o cualquier otro elemento natural y/o artificial que puede
formar un doble enlace y

(=) representa un doble enlace y

x es un nimero entre 0 y X, y

y es un nimero entre 1y x, y

en la que la posicion del doble enlace es variable a lo largo de la cadena de n.
Los dobles enlaces pueden estar todos en cis o todos en trans, o en configuraciones mixtas.

Los acidos grasos poliinsaturados tienen efectos en diversos procesos fisioloégicos que afectan la salud normal y las
enfermedades crénicas. Las fuentes predominantes de PUFA son los aceites vegetales y el pescado.
Quimicamente, los PUFA pertenecen a la clase de los lipidos simples, al igual que los acidos grasos con dos o mas
dobles enlaces en posicion cis. La ubicacion del primer doble enlace, contado a partir del extremo metilo del acido
graso, se designa con el nimero omega o n.

Los PUFA existen en animales, plantas, algas, hongos y bacterias y se encuentran ampliamente distribuidos en
muchos compuestos lipidicos tales como membranas, aceites de almacenamiento, glicolipidos, fosfolipidos,
esfingolipidos y lipoproteinas. Los PUFA se producen comercialmente a partir de plantas de semillas seleccionadas,
y algunas fuentes marinas.

Hay dos familias principales de PUFA, n-3 y n-6 (ver Tabla 1).
Los PUFA tipicos son:

PUFA de la serie 3, n-3: acido alfa-linolénico (ALA), acido eicosapentaenoico (EPA), acido docosahexaenoico
(DHA)
PUFA de la serie 6, n-6: acido linoleico, acido gamma-linolénico (GLA), acido araquidénico (AA)

Preferiblemente, el PUFA se selecciona del grupo que consiste en acidos grasos n-3 y n-6.

A los PUFA de la dieta se les ha atribuido durante mucho tiempo la capacidad de ejercer influencias Unicas en las
vias metabdlicas y en el crecimiento celular. Por ejemplo, pueden actuar como hormonas y controlar la actividad de
los factores de transcripcion. Ademas, se descubrié que los PUFA provocan cambios en la expresion génica que
precede a los cambios en la composicion de la membrana al controlar directamente la actividad de los factores de
transcripcidn nucleares. Los efectos ejercidos por los PUFA estdn mas probablemente mediados por cambios en la
composicion de la membrana, alteracion de la liberacion de la hormona o sefializacién y/o interaccién
ligando/receptor.

En general, los acidos grasos (AG), los modulos basicos de los lipidos tienen una gran influencia en las propiedades
de la membrana celular (por ejemplo, la fluidez) y en el metabolismo celular. Se ha demostrado que los AG de la
dieta influyen en el modelado y la remodelacion 6seos. Especialmente, la relacién n-6/n-3 de acidos grasos
poliinsaturados (PUFA) es de importancia implicita. El EPA (acido eicosapentaenoico 20:5 n-3) es un precursor en la
produccién de eicosanoides en el cuerpo, un grupo de moléculas de sefializacion que también pueden ser
sintetizadas a partir de otros PUFA n-3 y n-6, tales como AA (acido araquiddnico 20:4 n - 6) y DHA (acido
docosahexaenoico 22:6 n-3). Esos PUFA tienen efectos opuestos sobre, entre otros, el metabolismo y la inflamacién
0seos.

En una realizacion, el PUFA utilizado en la presente invencion se selecciona del grupo que consiste en acido
eicosapentaenoico, acido araquiddnico, acido docosahexaenoico y mezclas de los mismos.

Preferiblemente, el PUFA utilizado en la presente invencién comprende o consiste en EPA.

Aunque en una realizacion actualmente preferida, se eligio EPA como sustancia de recubrimiento para una
superficie metdlica, tal como una superficie de Ti de un implante, esta bien documentado en el campo que el DHA
actla de manera similar con respecto a la estimulacién del tejido 6seo. Asi, en otra realizacion, el DHA o mezclas
entre EPA y DHA se contemplan también como recubrimiento superficial.

El hueso es un dérgano multifuncional que consiste en un marco estructural de matriz mineralizada y contiene
poblaciones heterogéneas de condrocitos, osteoblastos, osteocitos, osteoclastos, células endoteliales, monocitos,
macroéfagos, linfocitos y células hematopoyéticas. El crecimiento éseo esta regulado por interacciones complejas
entre diferentes actores intercelulares y extracelulares. Sin la intencién de estar limitado por una hipétesis cientifica
especifica, se prevé que los PUFA en una concentracion baja tienen un efecto beneficioso sobre el crecimiento, la
formacion, la reabsorcion y/o la adhesion éseas, mientras que una alta concentracion de PUFA es repelente e inhibe
activamente el crecimiento, formacién y/o adhesion éseos.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a un implante de metal que se utilizard como implante médico y/o
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dental, que facilita activamente la adhesién controlada del hueso al implante, por €j., el cual induce activamente la
adhesion del hueso al implante y/o presenta un efecto mejorado sobre la remodelacion y/o biocompatibilidad 6seas
del implante debido a que al menos parte de su superficie esta recubierta con una capa de baja concentracion de
acidos grasos poliinsaturados (PUFA) e irradiada con luz UV, antes y/o después del recubrimiento. La presente
invencion divulga al mismo tiempo un implante de metal que se utiliza como implante médico y/o dental, el cual
inhibe activamente la adhesion 6sea al implante, tal como la fijacién 6sea, debido a que al menos parte de su
superficie esta recubierta con una capa de acidos grasos poliinsaturados (PUFA) en una alta concentracién. La
invencion divulga ademas un método para fabricar dicho implante de metal con efecto inductor o inhibidor sobre la
adhesion y/o remodelacion éseas, en el que el implante se recubre con PUFA a una concentracion especifica y se
irradia con luz UV.

La invenciéon también divulga un método para fabricar un implante de metal con un efecto mejorado sobre la
adhesion de tejido mineralizado y/o duro al implante, que comprende

a) tratar el implante con una solucién que comprende PUFA 'y
b) irradiar al menos parte de la superficie del implante con luz UV durante al menos 30 segundos.

Ademas, la invencién divulga un método para fabricar un implante de metal con un efecto mejorado sobre la
adhesion de tejido mineralizado y/o duro al implante, que comprende

a) irradiar al menos parte de la superficie del implante con luz UV durante al menos 30 segundos y
b) tratar el implante con una solucién que comprende PUFA.

La invencién también divulga un método para fabricar un implante de metal con un efecto mejorado sobre la
adhesion de tejido mineralizado y/o duro al implante, que comprende

a) pulir y/o someter a granallado el implante,

b) lavar,

c) esterilizar en autoclave,

d) tratar el implante con una solucién que comprende PUFA 'y

e) irradiar al menos parte de la superficie del implante con luz UV durante al menos 30 segundos.

Ademas, la invencién divulga un método para fabricar un implante de metal con un efecto mejorado sobre la
adhesion de tejido mineralizado y/o duro al implante, que comprende

a) pulir y/o someter a granallado el implante,

b) lavar,

c) esterilizar en autoclave,

d) irradiar al menos parte de la superficie del implante con luz UV durante al menos 30 segundos y
e) tratar el implante con una solucién que comprende PUFA.

En los métodos para la fabricaciéon de un implante de la invencion, solo una parte del implante se puede tratar con
una solucién que comprende PUFA.

Preferiblemente, la al menos parte de la superficie del implante irradiada con luz UV es la parte tratada con una
solucién que comprende PUFA.

En los métodos de la invencion para fabricar un implante de metal con un efecto mejorado sobre la adhesiéon de
tejido mineralizado y/o duro al implante, comprendiendo la solucion que comprende PUFA preferiblemente EPA.

Preferentemente, en los métodos para fabricar un implante de metal con un efecto mejorado sobre la adhesién de
tejido mineralizado y/o duro al implante, el implante comprende preferiblemente titanio.

En una realizacion actualmente preferida, la invencion describe asi un método para fabricar un implante de metal
con un efecto mejorado sobre la adhesion de tejido mineralizado y/o duro al implante, en el que la superficie es
irradiada con luz UV caracterizada por Fluo.link, A =312 nm.

En una realizacion igualmente preferida, la invencion divulga adicionalmente un método para fabricar un implante de
metal con un efecto mejorado sobre la adhesion de tejido mineralizado y/o duro al implante, en el que la intensidad
de la luz UV con la que se irradia la superficie es de aproximadamente 6 mW/cm?.

Se llevaron a cabo experimentos in vitro documentados en la seccion experimental (véase el Ejemplo 1) para probar
la citotoxicidad y la adhesién celular de células MC3T3-E1 a implantes de titanio modificados con EPA. La
caracterizacion superficial de los implantes descritos en la presente memoria demuestra que la estructura superficial
del titanio no cambié durante el procedimiento, mientras que las propiedades quimicas de las superficies de titanio y
de FA se cambiaron para formar enlaces quimicos. Se observd que en las superficies de los implantes irradiados
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con UV quedaban cantidades significativas de “C-EPA en comparacion con los implantes no irradiados después de
un lavado exhaustivo con metanol. Los resultados in vitro en células MC3T3-E1 mostraron que una alta cantidad de
EPA era toxica para las células. Sin embargo, las superficies con cantidades menores de EPA unido a la superficie
irradiada con luz UV mostraban menor toxicidad y mayor adhesién celular en comparacion con los implantes no
tratados y los implantes sin recubrimiento.

En conclusion, los presentes resultados demuestran que la luz UV es un método adecuado para unir PUFA, por €j.,
EPA, y para crear una capa delgada de PUFA sobre la superficie de, por ejemplo, implantes de titanio, lo que se ha
demostrado que mejora la viabilidad celular y la adhesion de osteoblastos.

Para la presente invencion se prefiere una luz UV en el intervalo de UV C (100 nm - 280 nm) y/o luz UV B (280 nm -
315 nm). Por ejemplo, se ha demostrado que 254 nm y 302 nm funcionan bien para la presente invencion. La
actividad del titanio se reduce de aproximadamente 350 nm a 400 nm. Por consiguiente la UV B es un area segura
para la activacion del TiO; (S.M. Oh et al., 2003).

El EPA es susceptible a la oxidacién inducida por la luz debido a la insaturacion en la estructura. Especialmente la
luz UV altamente energética conduce a la oxidacion y generacion de grupos 6xido reactivos. Como se muestra en el
Ejemplo 2, el andlisis de los espectros FTIR mostr6 que se producian cambios en la estructura del EPA. Las
mediciones de la cantidad de EPA marcado con *C en las superficies mostraron que sobre las superficies no
irradiadas e irradiadas quedaba una cantidad medible de C-EPA. Sin embargo, la diferencia significativa en las
sefiales de *C medidas indicé que el recubrimiento de superficie irradiado era estable frente a un lavado exhaustivo
y con ello quedaba unido quimicamente. La pelicula de acido graso sobre las superficies irradiadas puede consistir
en una combinacién de EPA unido quimicamente y fisicamente. La rugosidad de la superficie de las muestras de Ti
cp pulidas excluy6 el analisis detallado de la estructura del recubrimiento con, por ejemplo, reflectometria de rayos X
de incidencia rasante, donde se requiere una S, no superior a 1 nm; tal rugosidad superficial baja podria, por
ejemplo, obtenerse pulverizando una fina capa de Ti sobre superficies lisas de Si.

En el Ejemplo 2, los 2 grupos de referencia con EPA adsorbido fisicamente en sus superficies mostraron que
grandes cantidades de EPA (grupo A) tenian un efecto toxico sobre las células y pequefias cantidades de EPA
(grupo B) no tenian un efecto significativo sobre la unién celular. Para el grupo C se encontré que la irradiaciéon UV
de TiO> solo (control en el grupo C) tuvo un efecto ligeramente negativo sobre la adhesién celular no afectando a la
toxicidad.

El EPA unido quimicamente en el grupo C tuvo un efecto positivo sobre la adhesion celular y demostré no ser téxico.
Por lo tanto, se puede sugerir que el EPA es eficaz aunque esté quimicamente unido a las superficies y por lo tanto
no estd directamente disponible para las células. Un revestimiento de superficie con EPA puede cambiar las
caracteristicas de la capa de proteina facilmente adsorbida sobre las superficies de las muestras cuando estan en
contacto con medios que contienen proteinas. Una posible explicacion de este fenémeno es que el EPA es propenso
a la autoxidacion en el aire debido a su insaturacién, por lo tanto, los resultados de las pruebas in vitro, que
mostraron un efecto positivo del revestimiento por irradiacion.

Ademas, se incluyen estudios que investigan superficies de Ti, las cuales se activan solas con irradiacién UV y tales
superficies a las que se aplica el EPA posteriormente. Mediante esta medida especifica, puede reducirse la
alteracion de las moléculas de acido graso.

Las superficies del implante estan expuestas a fuertes fuerzas de fricciobn durante el implante, por lo que un
revestimiento de superficie debe ser delgado y firme para soportar altas fuerzas de abrasion. Por lo tanto, la
presente invencion en una realizacion actualmente preferida se refiere a implantes con un recubrimiento de
superficie quimica de PUFA.

Como se demostrd en la medicion del AC en la seccién experimental, los parametros de rugosidad de la superficie
no cambiaron debido al procedimiento de modificacién de superficie, lo que indica que todos los cambios de angulos
de contacto de superficie discutidos fueron causados mas probablemente por cambios en la quimica superficial.

Un disolvente de limpieza preferido, tal como metanol, deja una fina capa de residuos carbonaceos sobre las
superficies. Se ha informado que un mayor contenido de carbono en superficies metalicas aumenta la hidrofobicidad
de dichas superficies. Esto explica el aumento del AC para el control positivo en el grupo B. EI AC comparativamente
mas bajo de las monedas recubiertas superficialmente en el grupo B indic6 que lo mas probable, y de acuerdo con la
cantidad de C-EPA medido en esas superficies, quedaba una capa delgada de EPA adsorbida fisicamente
después de lavar con metanol. Para el recubrimiento quimico (grupo C), los sitios reactivos tuvieron que ser
generados tanto en la superficie del Ti como dentro de las moléculas de EPA para crear una capa superficial
delgada y estable. El efecto fotocatalitico de la luz UV sobre el TiO se utilizé para la generacion de grupos hidréxido
reactivos sobre las superficies de las monedas de Ti. Como es bien conocido en la técnica, el TiO2 se convierte en
anfifilo debido a la irradiacién UV, con una estructura que contiene fases hidrdéfilas y lipéfilas coexistentes. En los
experimentos presentados, las mediciones del AC con agua mostraron que las superficies de TiO; irradiadas se
convirtieron en més hidrdfilas.
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El analisis con el perfilometro mostré6 que el EPA estaba distribuido de manera irregular sobre superficies no
irradiadas (grupo A); se observaron estructuras parecidas a gotas o regiones con una capa de EPA mas o menos
gruesa (datos no mostrados). Sin embargo, los acidos grasos se extendieron uniformemente sobre las superficies
después de la irradiacion de las muestras, lo que se debi6 muy probablemente a propiedades lip6filas de las
superficies.

Por consiguiente, la presente invencidon en un aspecto se refiere a un implante médico recubierto, que esta
recubierto, al menos en parte, con una capa delgada de PUFA uniformemente extendida e irradiada con luz UV,
antes y/o después del revestimiento como se define en la presente memoria. Dicho implante esta en una realizacion
actualmente preferida recubierta con PUFA unido quimicamente, tal como con EPA, AA y/o DHA. Un implante
correspondiente a dicha realizacion particular se caracteriza adicionalmente por presentar un efecto mejorado sobre
la adhesion de tejido duro y/o mineralizado y/o la formacién, remodelacion, adicion y/o biocompatibilidad 6seas.

En el presente contexto, una capa del%ada de PUFA representa una monocapa de un PUFA, por €j., EPA, lo que
representa aproximadamente 1-5 x 10"™ de enlaces no saturados unidos por mm? de superficie de titanio, tal como
aproximadamente 3 x 10" de enlaces no saturados unidos por mm? de superficie de titanio.

Generalmente, un metal con una alta concentracion de PUFA por mm?, por ej., la superficie de titanio, representa
aproximadamente 1-5 nanomoles de PUFA/mm? de superficie titanio, tal como 3,2 nanomoles de PUFA/mm? de
superficie de titanio. Un recubrimiento de alta concentracién comprende asi aproximadamente 0,1-5 pg de
PUFA/mm?® de superficie de titanio, tal como al menos 1 ug de PUFA/mm?® de superficie de titanio. Generalmente
dicho PUFA es EPA.

A su vez, una baja concentracion de PUFA por mm? de superficie de titanio representa menos de 0,5 nanomoles de
PUFA/mm? de superficie de titanio. Un recubrimiento de baja concentraciébn comprende de este modo
aproximadamente 1-100 nanogramos de PUFA/mm? de superficie de titanio, como maximo 10 nanogramos de
PUFA/mm? de superficie de titanio 0 como maximo 1 nanogramo/mm2 de superficie de titanio. Generalmente dicho
PUFA es EPA. En una realizacién, el img)lante de metal recubierto se recubre con PUFA a una concentracion
comprendida entre 1 y 10 nanogramos/mm®.

Una realizacion actualmente preferida es, por lo tanto, un implante de metal para la adhesién controlada del tejido
mineralizado, en el que al menos parte de la superficie del implante esta recubierta con PUFA (acidos grasos
poliinsaturados) a una concentracion inferior a 0,01 ymol, tal como menos de 0,001 ymol.

En los datos del experimento, en el Ejemplo 1 se muestra una mejor union y diferenciacion celular in vitro.

Por el contrario, en el Ejemplo 3 se muestra in vivo una disminucion de la fuerza de adhesion 6sea con los implantes
que fueron irradiados con luz UV (con y sin PUFA). Los resultados indican que el tratamiento superficial con luz UV,
en presencia o ausencia de EPA, reduce la adhesion 6sea y la densidad mineral 6sea volumétrica en el tejido 6seo
periimplantario. Ninguno de los tratamientos de superficie presentados mostr6é niveles incrementados de actividad
LDH como resultado de necrosis tisular en el hueso adyacente. Ademas, la expresion génica de los marcadores de
formacion 6sea muestra mayores niveles de ARNm en los irradiados con luz UV (con y sin PUFA). De este estudio
se puede concluir que la funcionalizacion superficial de los implantes Ti con luz UV y EPA es un recubrimiento
biocompatible para reducir la capacidad de unién ésea del Ti y mantener una nueva formacién 6sea.

El objetivo del Ejemplo 3 era producir superficies de Ti con una capa de EPA unido quimicamente usando radiacion
UV que mantenga el proceso de cicatrizacion del hueso cortical simultdneamente con una unién baja, para ser
aplicable como placas de fractura 6sea. Estas aplicaciones requieren el desarrollo de superficies que impidan la
adhesion de tejidos blandos y la irritacidn, lo que permite el deslizamiento del tejido, pero manteniendo sus
propiedades biocompatibles. El titanio puro es uno de los materiales mas elegidos para las placas 6seas, debido a
su excelente biocompatibilidad y resistencia a la corrosion. La Unica estrategia disponible hoy para minimizar la
integracion 6sea es usar superficies con rugosidad minima puliendo placas de fijacion de titanio. Aunque la
rugosidad de la superficie ha sido considerada como el principal determinante en la osteointegracion, la quimica
superficial también juega un papel importante. El recubrimiento de Ti con una capa uniforme de EPA usando
irradiacion UV proporciona un ejemplo para investigar como la modificacién de la quimica superficial interactia en su
efecto sobre las células e influye en la osteointegracion.

Ademas, otra realizacion preferida es un implante de metal recubierto con PUFA y ademas caracterizado por que al
menos la parte del implante recubierta con PUFA ha estado expuesta a la radiacién UV durante al menos 30
segundos, tal como durante al menos 10 minutos o durante al menos 30 minutos. El tratamiento UV puede tener
lugar antes, después o simultaneamente del recubrimiento del implante con PUFA.

En una realizacion, la funcionalidad del implante se mejora adicionalmente mediante la union y/o integracion de uno
0 mas diversos elementos activos y/o sustancias a la superficie del implante, ya sea antes, simultaneamente y/o
después del recubrimiento con PUFA y tratamiento UV alternativo del implante. Tales uniones se llevan a cabo
preferiblemente usando, por ejemplo, reactivos quimicos que tienen dos funcionalidades reactivas tales como

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2627290 T3

formalina o glutaraldehido. Generalmente, un elemento o sustancia a unir a la superficie del implante se selecciona
del grupo que consiste en vitaminas (tales como vitamina E, C, D, A), en particular vitaminas solubles en grasa,
antioxidantes, iones (tales como fluoruro, calcio, fosfatos, carbonatos) y antibiéticos (tales como antibiéticos solubles
en grasa, microclinas, tetraciclina).

En una realizacién, el implante de metal recubierto de la invencibn comprende adicionalmente vitaminas
liposolubles, tales como la vitamina E.

La vitamina E esta preferiblemente presente en el implante o dispositivo durante la irradiacion UV ya que impide la
oxidacion de PUFA (como se demuestra en el Ejemplo 4).

El 7-dehidrocolesterol (7-DHC, provitamina D3) se convierte en colecalciferol (vitamina D3) a través de la previtamina
D3 en la piel humana. La conversién adicional a 25(0OH)D3 ocurre principalmente en el higado. Sin embargo, dado
gue la enzima hidroxilasa CYP27A1 se expresa de forma ubicua en otros tejidos, el sistema para la produccion local
también puede estar disponible en el hueso (Aiba | et al., 2006). Ademas de los rifiones, también se ha demostrado
que la 1a0,25(0OH)2D3 se sintetiza localmente en el hueso a partir de 25(0OH)D3 (Ichikawa et al., 1995, Atkins et al.,
2007). Una representacion esquematica de la conversién se puede encontrar como la Figura 23. La 1a,25(0H)2Ds3
es la forma activa biolégica de la vitamina D3 y actlia como una hormona para regular los niveles séricos de calcio y
fosfato y es un factor importante durante el crecimiento y la mineralizacién 6seos (St-Arnaud R, 2008).

La deficiencia de vitamina D se ha considerado como factor de riesgo sistémico para la reduccion de la densidad
mineral 6sea, la osteoporosis y la osteointegracion deteriorada. El envejecimiento tiene como resultado una serie de
cambios en el metabolismo é6seo y del calcio que pueden afectar potencialmente a la osteointegracion. La secrecién
de hormona paratiroidea aumenta con la edad. Por el contrario, hay una disminucién en la calcitonina y la absorcion
de vitamina D con la edad. El principal problema con la deficiencia de vitamina D es que es muy dificil calcular a
partir de la ingesta dietética y de la exposicién al sol cudl sera el nivel en sangre.

Por lo tanto, el recubrimiento con 7-DHC de los implantes de titanio y la activacion de la conversiéon de 7-DHC en
colecalciferol con luz UV, con o sin PUFA, pueden afectar positivamente a la consolidacion 6sea y mejorar la
consolidacion 6sea periimplantaria en pacientes normales y osteoporéticos. El colecalciferol se convertird en
calcidiol y calcitriol en el hueso con sus propias hidroxilasas cuando sea necesario. El 7-DHC tiene la ventaja de
tener una toxicidad mucho menor comparada con el colecalciferol y las formas hidroxiladas de la vitamina D.
Ademas, la irradiacion de 7-DHC da directamente el producto final que se puede modificar posteriormente en el
cuerpo, mientras que el calcitriol podria oxidarse a otros compuestos sobre las superficies de titanio.

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a un implante de metal en el que el implante comprende
adicionalmente 7-dehidrocolesterol. La invencién también divulga un implante recubierto con 7-dehidrocolesterol y
posteriormente irradiado con luz UV para formar colecalciferol (vitamina D3). Dicho implante puede tener o no
también PUFA en su superficie. En el Ejemplo 5, las superficies de titanio (Ti) se recubrieron con 7-DHC (con o sin
PUFA en forma de EPA) o con colecalciferol para analizar su transicion iniciada por luz UV.

Para la conversion de 7-DHC, la irradiacion mas eficaz tiene longitudes de onda de 270 a 300 nm, aunque también
se prefiere el intervalo de longitud de onda de UV C (100 nm - 280 nm) y UV B (280 nm - 315 nm).

Generalmente, el dispositivo o espécimen de implante se produce de forma aséptica y/o estéril, se deja secar al aire
y luego se envasa en una bolsa de plastico estéril hermética en la que se almacena hasta su uso para su
implantacion. Sin embargo, a veces se puede desear un sistema de almacenamiento himedo, por ej., como
enlatado o almacenamiento en un liquido como solucién salina o simplemente un electrolito del proceso de
fabricacién. Aunque el recubrimiento se puede hacer utilizar en condiciones asépticas o incluso estériles, puede
evitarse la necesidad de hacer esto mediante la inclusidon de una etapa de esterilizacién antes del uso, utilizando
métodos convencionales tales como radiacion ionizante, calentamiento, esterilizacién en autoclave o gas 6xido de
etileno, etc. La eleccion del método dependera de las caracteristicas y propiedades especificas del implante.

Antes del tratamiento del recubrimiento, el implante debe limpiarse a fondo. Esto consiste generalmente en el
pretratamiento mecéanico del implante mediante electropulido o limpieza con chorro de arena para modificar la
estructura de la superficie si se desea y posteriormente limpiar a fondo con sosa caustica caliente seguido de una
etapa de desengrasamiento, por ejemplo, en tricloroetileno, etanol o metanol concentrados, antes de tratarse en una
solucion de decapado, por e€j., acido fluorhidrico, para eliminar 6xidos e impurezas indeseables en la superficie.
Después del decapado, el espécimen del implante se lava completamente en agua caliente, de intercambio de iones
doblemente destilada.

Aunque la presente invencion se refiere principalmente al recubrimiento de implantes metalicos con PUFA a
concentraciones especificas altas o bajas, se prevé igualmente que por ejemplo una variedad de lipidos naturales
gue se caracterizan por comprender multiples dobles enlaces se puedan usar de manera similar. En este contexto,
se consideraria que una fina capa de lipidos naturales representa una monocapa de un lipido natural, lo que
representa aproximadamente 1-5x10"° de enlaces insaturados unidos por mm? de superficie de titanio, tal como
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3x10"° de enlaces insaturados unidos por mm? de superficie de titanio.

En una realizacion, cuando el implante comprende al menos el 90 % en peso de titanio y/o una aleacién de titanio, el
PUFA comprende o es EPA (acido eicosapentaenoico), entonces el recubrimiento comprende de 1 a 5x10" de
enlaces insaturados unidos por mm? de superficie de titanio.

La invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos no limitativos.

Seccion experimental

Ejemplo 1

Implante de superficie rugosa

Matriz:
Tipo de moneda Concentracion de EPA  Tratamiento N° de monedas
Pulida 0mM
10 mM irradiada con luz UV sin irradiacion in vitro 6-5 = 30
50 mM car.6-3=18
Sometida a granallado 0 mM
10 mM irradiada con luz UV sin irradiacion in vitro 6-5 = 30
50 mM car.6-:3=18
NuUmero total de monedas 96
Limpieza
1. Monedas enjuagadas con agua pura
2. Monedas lavadas con etanol
3. Ultrasonido de monedas en agua durante 5 min
4. Las monedas se enjuagan de nuevo con agua pura
5. Las monedas se dejan secar en una cabina de flujo laminar
6. Esterilizacion en autoclave de las monedas

Modificacién de la superficie

1. Trabajar en una cabina de flujo laminar

2. La solucion de EPA se filtra (0,2 ym de tamafio de poro) para esterilizarla

3. Se aplican 10 pl de la solucién respectiva de EPA en metanol sobre la superficie de las monedas

4. La moneda se deja secar en una cabina de flujo laminar

5. Parte de las monedas se irradian con luz UV después de que el disolvente se ha evaporado — Fluo.link, A =
312 nm

— Tiempo de irradiacion: 30 min (el primer ensayo mostré que el angulo de contacto va en aumento hasta 10
min de irradiacion y disminuye posteriormente)

— Intensidad de irradiacion aprox. 6 mwW/cm?

6. Lavar las monedas irradiadas con luz UV con metanol para eliminar los acidos grasos no unidos

Caracterizacion

1. Perfilometro: 150x, 3 monedas, 3 lugares en cada moneda, area de medicion de 200x160 me (es decir, un
cuadrado de 3x3), son importantes la imagen de ply y el pardmetro de rugosidad superficial calculado con
SensoMap

2. Angulo de contacto: Gota de 3 pl en la moneda, se mide el AC, la gota se agranda 2x con 1 pl de agua
pura, después de cada ampliacién se mide el AC de la superficie, el AC no se mide después de secar la
moneda ya que esto podria cambiar la estructura de los acidos grasos en la superficie de la moneda y con
ello el AC

3. FT IR (DRIFT) para caracterizar los acidos grasos en la superficie, diferencia antes y después de la
irradiacion UV.
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Ejemplo 2
Implante de superficie lisa

El objetivo de este estudio fue investigar el efecto del recubrimiento con EPA sobre la superficie de Ti sobre la
respuesta de los osteoblastos in vitro. Se compararon los métodos para adsorber fisicamente o unir quimicamente la
capa con EPA, siendo el dltimo producido por irradiacion UV de superficies de TiO, y EPA. Dichos recubrimientos
superficiales se detectaron y caracterizaron por métodos analiticos fisicos y quimicos. Se llevaron a cabo
experimentos in vitro para probar la citotoxicidad y la capacidad de las superficies de Ti modificadas con EPA para
promover la adhesion celular y la diferenciacién osteogénica de las células MC3T3-E1.

Materiales y métodos
Productos quimicos

El EPA se adquiri6 en Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.), el EPA marcado radiactivamente [14C]-EPA se obtuvo de
American Radiolabeled Chemicals, Inc. (St. Louis, MO, EE.UU.).

Implantes de titanio y tratamientos

Se mecanizaron implantes de Ti Cp con un diametro de 6,25 mm y una altura de 2 mm a partir de varillas de TiCp y
posteriormente se trituraron y pulieron (Phoenix 4000, Buehler GmbH, Dusseldorf, Alemania) en siete secuencias.
Se us6 un soporte especial para pulir 96 implantes en el momento para evitar las diferencias de lote en la futura
caracterizacion de la superficie. Los papeles de carburo de silicio, el neopreno poroso para el pulido final y la
suspension de silice coloidal abrasiva (OP-S) fueron suministrados por Struers GmbH (Willich, Alemania). La primera
etapa consistio en moler todos los implantes con P500 en agua hasta que fueron nivelados, con 65 N de presion y
una contra-rotacion a 250 rpm. El tiempo de molienda se ajustdé después a 10 min y el tamafio del grano disminuyo
con papeles: P800; P1200 y P2500. Para el papel pulidor P4000 se utilizd6 ademas la suspension de pulido OP-S.
Para la dltima etapa, se utilizé un neopreno especial poroso (MD-Chem) a 200 rpm y 50 N de presién durante 9 min
en co-rotacion con la suspension OP-S y 1 min en co-rotacion con agua.

Después del pulido, las monedas de titanio se limpiaron antes de la esterilizacion. Se lavaron juntas en un vaso de
precipitados con agua desionizada durante 30 s, con etanol al 70 % durante 30 s y en bafio de ultrasonidos a 40 °C
durante 5 min en agua desionizada. Los implantes se colocaron posteriormente en solucion de NaOH al 40 % en un
bafio de agua a 40 °C durante 10 min, se sometieron a ultrasonidos en agua desionizada durante 5 min, y después
se lavaron con agua desionizada hasta que el pH alcanz6 6. Posteriormente, los implantes se sonicaron en agua
desionizada a 50 °C durante 5 min, se colocaron en una solucién de HNO3; al 50 % a 50 °C durante 10 min y se
sonicaron en agua desionizada durante otros 5 min. Los implantes se lavaron con agua desionizada hasta que el pH
alcanzo6 6 y se almacenaron en etanol al 70 % hasta su uso. Antes de su uso, las monedas se enjuagaron con agua,
se aclararon con etanol, se sonicaron durante 5 minutos a temperatura ambiente y se aclararon con agua
desionizada. Las monedas de titanio se esterilizaron luego en autoclave a 121 °C durante 15 min.

Para la modificacién superficial de los implantes de titanio, se disolvid EPA en una soluciéon de metanol 10 mM y 50
mM. Las soluciones de EPA se filtraron con un filtro de tamafio de poro de 0,22 ym antes de su uso. Se prepararon
tres grupos de monedas; monedas no irradiadas y no lavadas (grupo A), monedas no irradiadas y lavadas (grupo B)
y monedas irradiadas con luz UV y lavadas (grupo C). En la Tabla 2 y en la Figura 1 se presenta una visién general
de los tres diferentes grupos.

Tabla 2: Modificacion de los diferentes grupos de monedas utilizados para experimentos in vitro.

Grupo Modificacién Lavado Cantidad de EPA
0 ymol
A no irradiada no lavada - 0,1 umol
0,5 ymol

0 pmol
B no irradiada lavada 2 x 1 ml de metanol 0,1 ymol
0,5 umol

0 ymol
C irradiada lavada 2 x 1 ml de metanol 0,1 ymol
0,5 ymol

Estos 3 grupos se eligieron para mostrar los efectos de una capa gruesa de EPA no irradiada y por ello fisicamente
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adsorbida (A), para mostrar el efecto de una capa delgada de EPA no irradiada y por ello fisicamente unida (B) y el
efecto de una capa delgada de EPA irradiada y por ello quimicamente unida (C). Para cada grupo se utiliz6 como
referencia una moneda de Ti cp sin ningln revestimiento superficial con EPA. Si se administraba EPA a la sug)erficie,
se usaban 10 yl de la solucién de EPA respectiva, lo que equivale a una cantidad de 3,2 nmol de EPA/mm” o 0,99
ug de EPA/mm? para la soluciéon 10 mM y 16,3 nmol de EPA/mm’ 0 4,93 pg de EPA/mm? para la solucion 50 mM.
Las monedas se dejaron secar al aire durante 15 minutos en una campana de flujo laminar. Las monedas del grupo
C se irradiaron con luz UV durante 30 min (Fluo.link, A =312 nm, | =6 mW/cmz). Las monedas del grupo By C se
lavaron con metanol para eliminar el EPA no unido. El Grupo B se lavé después del secado y el grupo C después de
la irradiacion durante 30 min. Para el lavado, se introdujo 1 ml de metanol en un tubo de microcentrifuga, se afiadid
la moneda y se agité en vortex durante 10 s. Esto se repitid una vez con metanol fresco. Se dej6 que las monedas
se secaran al aire durante 15 min en la campana de flujo laminar y se usaron inmediatamente para analisis ulterior o
cultivo celular.

Profilometria

Las superficies de las monedas se visualizaron utilizando el perfilometro de luz azul PLu 2300 (Sensofar, Terrassa,
Espafia). Las imagenes se tomaron con una ampliacién de 50 x y la imagen final consta de 3 x 3 fotos montadas
(663 x 497 pmz). Se tomaron tres imagenes no superpuestas en cada moneda en posiciones aleatorias.

Mediciones del angulo de contacto

Los angulos de contacto (AC) de las superficies de los diferentes implantes de titanio se analizaron utilizando un
sistema de angulo de contacto basado en video (OCA 20, DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt, Alemania). El
liquido utilizado fue agua desionizada. Se afiadié una gota de 6 pl a la superficie con una velocidad de 0,6 ul s La
forma de la gota se registré con una camara (4,17 imagenes s'l) y los angulos de contacto se midieron después de
grabar las imagenes. Las mediciones se realizaron a 22 °C. Se analizaron tres muestras para cada grupo de
modificacién. Se colocé una gota en cada muestra.

Espectroscopia infrarroja de reflexion difusa por transformada de Fourier (DRIFT)

Las peliculas gruesas de lipidos y los cambios causados por la irradiacion UV se analizaron con un aparato FTIR
Spectrum 100, Perkin Elmer (EE.UU.). Se utiliz6 la unidad de reflectancia difusa (DRIFT) para registrar los
espectros. Una moneda de Ti pulida, limpia, esterilizada, pero no modificada sirvié de referencia. Se afiadieron 10 pl
de solucién de EPA 50 mM a la superficie de una moneda de Ti pulida. Los espectros FTIR se registraron antes y
después de la irradiacion con luz UV en diferentes puntos de tiempo de irradiacion. Los espectros se registraron a
partir de 4000 cm™ a 450 cm™ con una resolucién de 2 cm™. Cada espectro fue el resultado de 8 espectros
individuales. Los espectros fueron corregidos con el programa Spectrum (Version 6.1.0) de PerkinElmer.

Cantidad de EPA en las superficies de los implantes

Con el fin de determinar la cantidad de EPA marcado con *C sobre las superficies de monedas pulidas en los
diferentes grupos, sus superficies se modificaron con 10 pl de una solucién de EPA 10 mM que contenia [14C]—EPA.
Las monedas no fueron irradiadas o fueron irradiadas durante 30 minutos con luz UV antes del lavado. Se
produjeron tres monedas para cada grupo. Cada moneda se transfirié a 5 ml de fluido de centelleo liquido Insta-gel Il
Plus (Packard, Groningen, Holanda), se incubd durante la noche y luego se midi6é durante 3 minutos en un contador
de centelleo liquido (1500 Tri-Carb Liquid scintillation Analyzer, Packard Instrument Co , EE.UU.).

Cultivos celulares

Se usb6 la linea celular de osteoblastos murinos MC3T3-E1 (DSMZ, Braunschweig, Alemania) como modelo in vitro.
Las células se cultivaron rutinariamente a 37 °C en una atmosfera humidificada de CO; al 5 % y se mantuvieron en
alfa-MEM (PAA Laboratories GmbH, Austria) suplementado con suero bovino fetal al 10 % (PAA Laboratories
GmbH, Austria) y 50 Ul de penicilina/ml y 50 pg de estreptomicina/ml (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) Las células se
subcultivaron 1:4 antes de alcanzar la confluencia usando PBS (PAA Laboratories GmbH, Austria) y tripsina/EDTA
(Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.). Para probar las diferentes modificaciones superficiales de los implantes de titanio
con EPA, las monedas se colocaron en una placa de 96 pocillos y se sembraron 10* células en cada moneda. El
mismo numero de células se cultivo en paralelo en plastico en todos los experimentos.

Estudio de viabilidad celular

La actividad de la lactato deshidrogenasa (LDH) se us6 como un indice de citotoxicidad en el medio de cultivo.
Después de 24 h, los medios de cultivo se recogieron, se centrifugaron a 500 x g durante 5 min a 4 °C. El
sobrenadante se almacen6 a 4 °C. La actividad LDH se determind espectrofotométricamente de acuerdo con las
instrucciones del kit del fabricante (kit de deteccion de citotoxicidad, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) y se
presento en relacién con la actividad LDH en el medio de células sembradas en plastico (control bajo, 0 % de muerte
celular) y en plastico afladiendo Triton X-100 al 1 % (control alto, muerte celular 100 %), después de restar el valor
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de la absorbancia obtenido en el medio de cultivo solo sin células (control de fondo), usando la ecuacién:
Citotoxicidad (%) = (valor exp. — control bajo) / (control alto — control bajo) x 100
Estudio de adhesién celular

El nimero de células unidas a cada moneda se midié usando el DNeasy Tissue Kit (Qiagen Inc, Valencia, CA,
EE.UU.), que utiliza la tecnologia de membrana de gel de silice para la purificacion rapida y eficiente del ADN celular
total sin extraccion organica o precipitacion con etanol. El sistema de tampdn esta optimizado para permitir la lisis
celular directa seguida por unién selectiva de ADN a la membrana DNeasy. El nimero de células unidas a los
implantes se calculé después de medir la concentracién de ADN a 260 nm usando un espectrofotdmetro Nanodrop
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE.UU.) y teniendo en cuenta que el contenido de ADN en 10° células de
raton es de aproximadamente 5,8 ug.

Aislamiento de ARN y RT-PCR en tiempo real

El ARN total se aislé usando una solucién monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina (Trizol, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ARN se cuantific6 a 260 nm
usando un espectrofotémetro Nanodrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE.UU.).

La misma cantidad de ARN total (0,5 pg) de cada muestra se transcribi6 inversamente a ADNc a 42 °C durante 60
minutos en un volumen final de 40 pl, utilizando el kit iScript cDNA Synthesis (BioRad Laboratories, Hercules, CA,
EE.UU.) que contiene tanto oligo(dT) como hexameros aleatorios. Cada ADNc se diluyé 1/5 y se congelaron
alicuotas (-20 °C) hasta que se llevaron a cabo las reacciones de PCR. La PCR en tiempo real se realizd para dos
genes constitutivos: ARN ribosémico 18S (ARNr 18S), gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y cinco
genes diana: osterix (Osx), fosfatasa alcalina (ALP), colageno tipo | (col-l), osteocalcina (OC) y sialoproteina ésea
(BSP). Las secuencias de cebadores sentido y antisentido fueron las siguientes: 5'-GTAACCCGTTGAACCCCATT-3'
(SEQ ID NO:1) y b5-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3' (SEQ ID NO:2) para ARNr 18S: 5-
ACCCAGAAGACTGTGGATGG-3' (SEQ ID NO:3) y 5-CACATTGGGGGTAGGAACAC-3' (SEQ ID NO:4) para
GAPDH; 5'-AGAGCATGACCGATGGATTC-3' (SEQ ID NO:5) y 5'-CCTTCTTGAGGTTGCCAGTC-3' (SEQ ID NO:6)
para col-I; 5-ACTGGCTAGGTGGTGGTCAG-3' (SEQ ID NO:7) y 5-GGTAGGGAGCTGGGTTAAGG-3' (SEQ ID
NO:8) para Osx; 5-AACCCAGACACAAGCATTCC-3' (SEQ ID NO:9) y 5-GAGAGCGAAGGGTCAGTCAG-3' (SEQ
ID NO:10) para ALP; 5-CCGGGAGCAGTGTGAGC-TTA-3' (SEQ ID NO:11) y 5-TAGATGCGTTTGTAGGCGGTC-3'
(SEQ ID NO:12) para OC; 5-GAAAATGGAGACGGCGATAG-3' (SEQ ID NO:13) y 5-
ACCCGAGAGTGTGGAAAGTG-3' (SEQ ID NO:14) para BSP.

La PCR en tiempo real se realizd en el iCycler (BioRad Laboratories, Hercules, CA, EE.UU.) utilizando la deteccion
con SYBR Green. Cada reaccién contenia 5 pyl de ADNc, 500 nM de cebadores especificos sentido y antisentido
(para todos, excepto para el colageno-l que era 300 nM), 12,5 pul de 2X iQ SYBR Green Supermix en un volumen
final de 25 pl. El programa de amplificacidon consistid en una etapa de preincubacion para la desnaturalizacion del
ADNc molde (3 min 95 °C), seguido por 40 ciclos que consistian en una etapa de desnaturalizacion (15s 95 °C), una
etapa de hibridacién (15s 60 °C, para todos, excepto para ALP que era 65 °C) y una etapa de extension (30s 72 °C).
Después de cada ciclo, se midié la fluorescencia a 72 °C. Se analizé un control negativo sin molde de ADNc en cada
ensayo. Las muestras se realizaron por duplicado.

Las eficiencias en tiempo real se calcularon a partir de las pendientes dadas en el software iCycler usando
diluciones en serie, mostrando todas las transcripciones investigadas elevadas tasas de eficiencia de PCR en tiempo
real y elevada linealidad (r > 0,99) cuando se usaban diferentes concentraciones. Los productos de PCR se
sometieron a un andlisis de la curva de fusion en el iCycler y posteriormente electroforesis en gel de agarosa/TAE al
2 % para confirmar la especificidad de la amplificacion, Trm y el tamafio del amplicdn, respectivamente.

Estadistica

Todos los datos se presentan como valores medios + EEM. Las diferencias entre los grupos se evaluaron mediante
la prueba t de Student utilizando el programa SPSS® para Windows, version 14.0. Los resultados se consideraron
estadisticamente significativos con p <0,05 (indicado como *) y p <0,01 (indicado como **).

Resultados

Efecto de la irradiacion UV sobre la hidrofobicidad de la superficie

Se examinoé el efecto de la irradiacion UV sobre el AC de las superficies de TiO» para obtener informacioén sobre el
tiempo de irradiacién que debe aplicarse en los experimentos posteriores. EI AC del agua se midi6 antes de la
irradiacion y después de un tiempo de irradiaciéon de 1, 5, 10, 30, 60, 120, 180 y 240 min. EI AC medio de las 3

monedas en cada punto de tiempo se muestra en la Figura 2. EI AC aumenté durante la irradiacion temprana y
disminuyd posteriormente. Después de 30 minutos de irradiacion, el AC fue menor que el AC inicial para todas las
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monedas medidas. Por lo tanto, en los experimentos posteriores se utilizé un tiempo de irradiacion de 30 min.
Efecto de la modificacion superficial con EPA sobre la rugosidad y la hidrofobicidad

Los cambios en la hidrofobicidad superficial causados por la modificacion superficial fueron detectados por las
mediciones del AC. Los valores del AC para los 3 grupos se dan en la Figura 3.

El AC con el agua de las superﬁcnes de Ti limpiadas y esterilizadas en autoclave (control A) fue 75,5° + 7,0°. Si se
afiadia 3,2 nmol de EPA/mm® a esas superficies, no se observaban cambios significativos en el AC para las
superficies no irradiadas (73,8° + 0,3°); sin embargo, se midié un AC significativamente mayor de 100,5°+ 5,5° para
superficies con 16,3 nmol de EPA/mm2 adicional.

Las superficies sin EPA en el grupo B (control B) tenian un AC de 88,9° + 7,5°, que era mayor comparado con el
control A. Las monedas de Ti que fueron recubiertas con EPA y lavadas posterlormente con metanol tenian un AC
de 68,6° + 9,3° y 68,4° + 8,2° para 3,2 nmol de EPA/mm? y 16,3 nmol de EPA/mm?, respectivamente; un AC que era
menor en comparacién con la superficie del control B.

Como se esperaba de experimentos previos, la irradiaciéon con luz UV durante 30 minutos seguido de lavado con
metanol condujo a una ligera disminucion del angulo de contacto superficial hasta 54,5° + 2,4° (control C) en
comparacién con el control A. El recubrimiento con EPA, la irradiacién durante 30 min y eI lavado con metanol
condujo a un aumento del AC de 65,8° + 5 2° para el recubrimiento con 3,2 nmol de EPA/mm? y 66,8° £ 1,5° para el
recubrimiento con 16,3 nmol de EPA/mm?, en comparacion con el control C.

El analisis de las superficies con profilometria laser mostré que los parametros de rugosidad superficial no
cambiaban por irradiacién ni por recubrimiento de las superficies con una capa delgada de EPA (es decir, todas las
superficies del grupo B y del grupo C y el Control A). La rugosidad media S, para esas superficies fue de 19 nm + 2
nm. Sin embargo, el recubrimiento con una capa gruesa de EPA aumenté la S, hasta 54,2 nm + 13 nm cuando se
aplicaba 3,2 nmol de EPA/mm® a la superficie. Las observaciones profilométricas de las gotas de EPA muestran que
el EPA estaba distribuido de manera irregular en las superficies no irradiadas (grupo A) que tenian estructuras de
tipo gota de diferentes dimensiones (Figura 4a). Sin embargo, el EPA se distribuia uniformemente sobre toda la
superficie después de la irradiacion con luz UV durante 30 min (Figura 4b].

Efecto de la irradiacion UV sobre el espectro IR del EPA

Se utilizaron los cambios en los espectros IR para obtener informacion sobre como la estructura quimica del EPA
cambiaba debido a la irradiacion UV. Los espectros de absorbancia para el EPA no irradiado y el EPA que fue
irradiado con luz UV durante 30 min se dan en la Figura 5. De espe(:|a| interés son los cambios en la region -3680-
2900 cm’ (l en la Flgura 5), los cambios de los picos 1850-1550 cm’ (2 -4 en la Figura 5) y los cambios de algunas
absorbancias en la region de la huella dactilar (5-8 en la Figura 5).

El pico 1 a 3680 - 2900 cm™ no se observé en el espectro del EPA no irradiado pero si aparece en el espectro del
EPA que se irradié durante 30 min. El pico en la regién 1850-1550 cm™ parece ser el resultado de tres absorbancias.
Dos de estas tres absorbancias cambiaron su posicion o cambiaron ligeramente su intensidad debido a la
irradiacion. El pico 2 con un maximo de -1730 cm™ era solo un hombro de intensidad media en la muestra no
irradiada. Sin embargo, su intensidad se incrementé después de la irradiacion durante 30 minutos con luz UV, lo que
condujo al ensanchamiento del pico aparente. El Pico 3, con un maximo a -1713 cm’ ! fue muy fuerte tanto antes
como después de la irradiacion con luz UV. Ni la intensidad ni la posicion de esta absorcion cambiaron. En tercer
lugar, se observo un pico de intensidad débil a media con un maximo a -1650 cm™ en el espectro de absorbancia del
EPA no irradiado, en la Figura 5 denominado pico 4. Este pico no fue visible como un pico definido después de la
irradiacion, pero contribuyé al aspecto ensanchado del pico 3.

Se detectaron muchas diferencias en los espectros de absorbancia del EPA no irradiado e irradiado en Ia regiéon de
la huella dactllar de los espectros. Las mas destacadas fueron el aumento de las |ntenS|dades all70cm’ (Plco 5y
1070 cm’ (Plco 6) despues de la irradiacion UV, el aumento de la absorbancia a -970 cm’ (Plco 7) y la disminucién
de la absorbancia a 710 cm’ (Plco 8).

Cantidad de EPA en las superficies de los implantes

Se uso el recuento de centelleo de EPA marcado con **C para cuantificar la cantidad de EPA en las superficies de Ti
y para investigar la eficacia de la luz UV para unirse quimicamente al EPA (Figura 6). Los resultados muestran que
después del primer lavado en metanol, la cantidad de EPA disminuyé al mismo nivel tanto para las monedas no
irradiadas como para las irradiadas. Después del segundo lavado en metanol, el EPA estaba todavia presente en
monedas no irradiadas e irradiadas, pero habia significativamente mas EPA en las superficies irradiadas en
comparacion con las superficies no irradiadas.
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Adhesion de células a las superficies de los implantes

El nimero de células MC3T3-E1 adheridas a los implantes se cuantific6 midiendo el contenido de ADN (Figura 7).
No se detectaron diferencias significativas en la cantidad de ADN entre las 3 modificaciones del grupo A y del grupo
B. La cantidad relativa de células presentes en las superficies del grupo C que no contenia EPA era ligeramente
inferior en comparacioén con las superficies de Ti puras del grupo A. Sin embargo, la cantidad relativa de células en
las superficies del grupo C recubiertas con 3,2 nmol de EPA/mm? y con 16,3 nmol de EPA/mm’ era
significativamente mayor en comparacién con el control del grupo C (p=0,002 y p=0,003, respectivamente) y también
significativamente mayor en comparacion con el control en el grupo A (p=0,004 y p=0,009 para las superficies
recubiertas con 3,2 nmol de EPA/mm? o 16,3 nmol de EPA/mm?, respectivamente). La cantidad de células fue mas
alta en las superficies recubiertas con 3,2 nmol de EPA/Mm?.

Efecto de la modificacion superficial con EPA en la viabilidad celular

Para determinar si diferentes modificaciones de la superficie con EPA podrian afectar a la supervivencia de los
osteoblastos, la actividad de LDH se midié después de 24 h de cultivo (Figura 8). Los resultados mostraron un
aumento significativo en la actividad LDH solo en el grupo A con implantes que tenian una capa gruesa de EPA en
sus superficies, mientras que las capas delgadas de EPA fisicamente o quimicamente unido no eran téxicas para las
células.

Discusion

En este estudio comparamos diferentes métodos para cubrir las superficies del implante de Ti con EPA por
adsorcion fisica y unién covalente usando luz UV. Hemos demostrado que la luz UV es un método adecuado para
generar sitios de unién reactivos sobre el TiO, y dentro de la estructura de las moléculas de EPA. Ademas, los
ensayos in vitro mostraron que los implantes con EPA unido por luz UV eran capaces de mejorar la adhesion celular
de células MC3T3-EL1.

Las superficies del implante estan expuestas a fuertes fuerzas de friccion durante el implante; por lo tanto, para ser
clinicamente adecuado, un recubrimiento superficial debe ser delgado y firme para soportar altas fuerzas de
abrasion. Por lo tanto, un recubrimiento superficial covalente podria ser una opcion interesante. Tal capa delgada de
moléculas unidas covalentemente puede cambiar las propiedades superficiales del material, tales como la
hidrofobicidad, el pH cercano a la superficie y la estructura de la capa acuosa adyacente. Esas propiedades influyen
fuertemente en la interaccién entre las biomoléculas y las superficies poco después de la implantacion y pueden
facilitar asi la unién y diferenciacién de los osteoblastos, lo que mejoraria el rendimiento de los implantes.

Las superficies de TiO2 se hicieron anfifilas por irradiacion con luz UV durante 30 min, lo cual concordaba con los
hallazgos previos 29. Las mediciones del AC con el agua mostraron una mayor hidrofilicidad después de una
disminucion inicial. La disminucion de la hidrofilicidad después de 15 minutos de irradiacion con luz UV adn no se ha
descrito en la literatura y podria explicarse por la contaminacién de las superficies con carbono, un aumento en el
espesor de la capa de oxigeno o ligeros cambios en la rugosidad superficial no trazables por profilometria. Las
imagenes perfilométricas mostraron que las gotas de EPA se extendian sobre las superficies de TiO, después de la
irradiacion UV durante 30 min, lo que indica un aumento de la lipofilicidad de las superficies de TiO,. Estos
resultados mostraron que 30 min era un tiempo apropiado para la irradiacion superficial con luz UV ya que el EPA, el
cual se distribuia de manera desigual sobre las superficies de TiO, antes de la irradiacion, estaba cubriendo toda la
superficie de la muestra después de 30 minutos de irradiacién UV.

El AC de la superficie depende de la quimica y de la rugosidad de las superficies. Dado que la rugosidad superficial
media S, no cambié debido a la irradiaciéon UV, el recubrimiento de las superficies con EPA y el posterior lavado con
metanol (como en el grupo By C), todos los cambios de los angulos de contacto de la superficie medidos para estos
grupos fueron debidos probablemente a cambios en la quimica superficial. Las moléculas de EPA son hidréfobas y
las capas delgadas de EPA aumentaban asi el AC del agua de las superficies. Las capas gruesas de EPA (3,2 nmol
EPA/mm? y 16,3 nmol de EPA/mm?’ en el grupo A) dieron como resultado superficies blandas pero mas rugosas
donde el EPA estaba distribuido de manera desigual. Las moléculas de EPA se disolvieron en agua en pequefias
cantidades, lo que disminuyd la tension superficial del agua utilizada para las mediciones y disminuy6 con ello la AC
resultante. Los disolventes de limpieza como el metanol dejan una fina capa de residuos carbonaceos en las
superficies (Brunette et al., 2001). Se ha observado que un mayor contenido de carbono en las superficies metdlicas
aumenta la hidrofobicidad de las superficies (Hirani et al., 2007). Esto explica el aumento del AC para el control en el
grupo B que se lavé con metanol.

La hidrofilicidad comparativamente mas alta de las monedas revestidas superficialmente en el grupo B de acuerdo
con la cantidad de **C-EPA medida en esas superficies indic6 que después de lavar con metanol, quedaba una capa
delgada de EPA adsorbido fisicamente. La disminucién de la hidrofilicidad de las superficies revestidas con EPA en
comparacioén con su control y junto con el recuento de centelleo de las superficies revestidas con C-EPA indico que
después de la irradiacion UV quedaba una capa delgada de EPA unido covalentemente en las superficies.
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El analisis de los espectros FTIR mostré los cambios que ocurrieron en la estructura del EPA por irradiacién con luz
UV. La absorbancia en la region de 3680-2900 cm™ estaba fuertemente relacionada con la aparicion de grupos
hidréxido (-OH), asi como con la generacién de grupos perOX|d0 (-O0-) y peroxiacido (-CO-OOH) (Socrates et al.,
2001) causada por irradiacion UV. La absorbancia a -1730 cm™ estaba causada por la vibracion de estiramiento
C=0 de los ésteres (Socrates et al., 2001). El aumento del pico de éster indicé la formacion de grupos éster, pero
también la aparicion de grupos peréster (CO-0O-0O-) después de la irradiacion con luz UV (Socrates et al., 2001). La
absorbancia a 1713 cm™ fue causada por vibraciones de estiramiento C=0 de grupos acido carboxilico y no cambi6
en intensidad o posicion (Guillén et al., 1997).

La absorbancia con una intensidad maxima de -1650 cm™ se asocié con vibraciones de estiramiento de los enlaces
C=C y sus cambios en los espectros indicaron la aparicion de enlaces dobles trans causados por la irradiacion UV
(Socrates et al., 2001). El aumento de la absorbancia a 1170 cm™ y 1070 cm™ mostré de nuevo la generacion de
grupos éster (extensmn CO-0O-C asimétrica y simétrica, respectivamente) por irradiacién UV (Socrates et al., 2001).
El aumento de la absorbancia a 970 cm-~ junto con una reduccién de la absorbancia a 710 cm™ |nd|c() la
transformacion de dobles enlaces C=C cis en dobles enlaces C=C trans causada por la irradiacion UV (Socrates et
al., 2001). En conjunto, los grupos reactivos, es decir, los 6xidos y sus radicales, los peréxidos y sus radicales, los
peroxiacidos y perésteres se generaron dentro de la estructura del EPA por irradiacion con luz UV. El EPA es
susceptible a autooxidacién y fotooxidacion debido a insaturaciones en la estructura. Especialmente la luz UV de alta
energia conduce a la oxidacion y generacion de grupos de oxido reactivos (Guillén et al., 1997, Cheng et al., 2003,
Melg et al., 1988). La fotooxidacion del EPA puede cambiar la estructura quimica de las moléculas de varias
maneras. Una posibilidad es la formacion de grupos éxido a través de radicales perdxido y peroxidos en la posicion
5, 6, 8,9, 11, 12, 14, 15, 17 o 18, junto con la formacién de dobles enlaces trans en las posiciones respectivas
(Chacon et al. Al., 2000). Otra forma es la degradacion del EPA a través de radicales 6xido que se forman en las
mismas posiciones que para la primera posibilidad, seguida de fragmentacion en aldehidos y la formacion
subsiguiente de acidos carboxilicos y acidos dicarboxilicos (Rontani et al.,, 1998) o aldehidos tales como
malondialdehido, el producto final volatil de la oxidacion de acidos grasos al que se asocié con efectos negativos
sobre el metabolismo celular, por ejemplo, por la reaccién de proteinas in vivo (Refsgaard et al., 2000). Se describié
que el EPA protege la piel de los ratones in vivo contra la irradiacion UV y, por tanto, protege contra la
fotocarcinogénesis (Moison et al., 2001). Esos grupos reactivos pueden haber causado la reducciéon de grupos
hidroxido y la generacion de radicales grupos 6xido sobre las superficies de TiO2. Se plantea la hipétesis de que
parte de los perdxidos del EPA o sus productos de descomposicion que fueron generados por irradiaciéon UV se
unan covalentemente a las superficies de TiO; a través de enlaces éster, peréster, peréxido y éter (Figura 9).

Las mediciones de la cantidad de EPA marcado con **C en superficies mostraron que una cantidad medible de e
EPA quedaba sobre las superficies tanto no irradiadas como irradiadas. Sin embargo, la diferencia significativa en
las sefiales de **C medidas indico gue el recubrimiento superficial irradiado era mas estable frente a un lavado
exhaustivo que el recubrimiento sobre superficies no irradiadas. La pelicula de acido graso sobre superficies
irradiadas puede consistir en una combinacion de EPA y productos de fotooxidacion del EPA unidos quimicamente y
fisicamente. Los datos no apoyan ninguna especulacion acerca de cémo se estructura la capa de EPA o sobre como
el EPA irradiado con UV se une exactamente a la superficie. La rugosidad de la superficie de las muestras de Ti cp
pulidas impidio el analisis detallado de la estructura de recubrimiento con, por ejemplo, reflectometria de rayos X de
incidencia rasante, rayos X de incidencia rasante, donde se requiere un S, no superior a 1 nm; tal rugosidad
superficial baja podria, por ejemplo, obtenerse pulverizando una fina capa de Ti sobre las superficies de Si lisas (Kim
et al., 2004).

Las mediciones de los valores de LDH y la cantidad de ADN en las superficies mostraron que grandes cantidades de
EPA (3,2 nmol EPA/mm? y 16,3 nmol de EPA/mm® en el grupo A) tuvieron un efecto téxico sobre las células,
mientras que pequefas cantidades de EPA unido fisicamente (grupo B) no tuvieron efecto toxico aunque un efecto
significativo sobre la adhesién celular. El efecto toxico de altas dosis de EPA sobre la viabilidad celular ha sido
descrito en otras lineas celulares y esta de acuerdo con los resultados del presente estudio.

El EPA unido quimicamente en el grupo C tuvo un efecto positivo sobre la adhesion celular y se demostré que no
era toxico. Por lo tanto, se puede sugerir que el EPA podria haber afectado a la adhesion celular, a pesar de que
estaba quimicamente unido a las superficies y por lo tanto no estaba directamente disponible para las células. Las
superficies recubiertas con EPA pueden haber cambiado las caracteristicas de la capa de proteina faciimente
adsorbida sobre las superficies de las muestras cuando estan en contacto con medios que contienen proteinas. La
dependencia de la adsorcién de proteinas y células de las modificaciones superficiales también ha sido examinada
por otros grupos (Kim et al., 2005, Cooper et al., 2001, Svedhem et al., 2003, Iwasaki et al., 2003, Willumeit et al.,
2007). Se ha descrito que los lipidos autooxidados y fotooxidados tienen efectos negativos sobre las células si se
ingieren, ya que los peroxidos y los productos finales de la fotooxidacién (tales como malondialdehido, 4-
hidroxialquenales) generan radicales 6xido que a su vez causan dafio al ADN y a las proteinas (Refsgaard et al.,
2000, Cheung et al., 2007). Por otra parte, los epoxidos de AA, otro eicosanoide, han demostrado tener importantes
funciones bioldgicas (Capdevila et al., 2000). EI EPA, al igual que el AA, es propenso a la autooxidacion y la
fotooxidacién en el aire debido a sus insaturaciones en la cadena de carbono; por lo tanto, los resultados de los
ensayos in vitro, que mostraron un efecto positivo del recubrimiento por irradiacion, son de interés y se investigaran
adicionalmente en ensayos in vitro a largo plazo y en estudios in vivo. En estudios posteriores se podria probar un
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método de recubrimiento donde las superficies de Ti solas se activan con irradiacion UV y el EPA se administra a las
superficies posteriormente. Con esto se puede reducir la alteracién de las moléculas de acido graso y comparar los
resultados con la presente investigacion.

Ejemplo 3

Experimentos realizados in vivo con implantes de titanio que contienen una dosis alta de EPA adsorbido fisicamente
y una dosis baja de EPA unido quimicamente.

Materiales y métodos
Monedas de titanio

Los implantes de titanio mecanizados comercialmente puros (cp) con un didmetro de 6,25 mm y una altura de 1,95
mm se limpiaron y esterilizaron antes de su uso. En resumen, los implantes se lavaron juntos en un vaso de
precipitados de vidrio con agua desionizada durante 30 s, luego con etanol al 70 % durante 30 s y después con bafio
de ultrasonidos a 40 °C durante 5 min en agua desionizada. Los implantes se colocaron posteriormente en solucion
de NaOH al 40 % en un bafio de agua a 40 °C durante 10 min, se sometieron a ultrasonidos en agua desionizada
durante 5 min y después se lavaron con agua desionizada hasta que el pH alcanzé 6. Posteriormente, los implantes
se sonicaron en agua desionizada a 50 °C durante 5 min, se colocaron en una soluciéon de HNO3 al 50 % a 50 °C
durante 10 min y se sonicaron en agua desionizada durante otros 5 min. Los implantes se lavaron con agua
desionizada hasta alcanzar pH = 6 y se conservaron en etanol al 70 %. Antes de su uso, las monedas se enjuagaron
con agua, se aclararon con etanol, se sonicaron durante 5 minutos a temperatura ambiente y se enjuagaron con
agua desionizada. Las monedas de titanio se esterilizaron después en el autoclave a 121 ° C durante 15 min.

Preparacion de implantes

Para la modificacion superficial de los implantes de titanio, se disolvi6 EPA en una solucién de metanol 10 mM. La
solucién de EPA se filtr6 con un filtro de tamafio de poro de 0,22 um para esterilizarlo antes de su uso. Se
prepararon cuatro grupos de monedas; monedas no irradiadas y no lavadas (control), monedas con dosis altas de
EPA (EPA), monedas irradiadas con luz UV (UV) y monedas con dosis bajas de EPA después de irradiacion UV y
lavado (UV + EPA). Cuando se aplicaba EPA a la superficie, se us6 10 ul de la respectiva solucion de EPA 10 mM,
lo que equivale a un total de 3,2 nmol de EPA/mm?. Las monedas se dejaron secar al aire durante 15 minutos en
una campana de flujo laminar (los cuatro grupos de monedas). Las monedas de los grupos UV y UV-EPA se
irradiaron a continuacién con luz UV durante 30 minutos (Fluo.link, A =312 nm, 1 =6 mW/cmz). Estos Ultimos grupos
de monedas (grupos UV y UV-EPA) se lavaron después con metanol para eliminar el EPA no unido y para seguir el
mismo procedimiento para las monedas de control irradiadas con UV y sin EPA. Las monedas se dejaron secar al
aire durante 15 minutos en la campana de flujo laminar y se envasaron en tubos de microcentrifuga estériles.

Materiales y métodos para el analisis XPS

Se usé un aparato Kratos Axis Ultra DLD XPS (Kratos, Manchester, Reino Unido) para realizar el analisis superficial
de las superficies de los implantes modificados. Se utilizaron rayos X monocromaticos Al Ka con una corriente de 10
mA y una tension de 15 kV. Se analizé un area de 300 x 700 me en una muestra por cada grupo, con una energia
de paso de 80,0 eV para los espectros generales y 20,0 eV para las exploraciones elementales de resolucion de alta
energiade Ti2p,C1s,01syN1s. Las areas de los picos se calcularon con el programa CasaxXPS 3.2.12. La
escala de energia de enlace se calibré asignando el pico de hidrocarburo a una energia de enlace de 284,8 eV. El
fondo de Shirley se us6 para cuantificar los espectros generales y se usaron fondos de Shirley y lineales mezclados
para la cuantificacion de las exploraciones elementales detalladas.

Estudio en animales y analisis de extraccion

En este estudio se utilizaron seis conejos hembra New Zealand White de 6 meses de edad y un peso de 3,0-3,5 kg
(ESF ProdukterEstuna AB, Norrtélje, Suecia).

Los implantes con dosificacion alta de EPA (n=6) y sus controles (n=6) y los implantes con una dosificacion baja de
EPA unido quimicamente después de la irradiacion con luz UV (n=6) y sus controles irradiados con luz UV (n=6) se
colocaron en defectos Oseos corticales calibrados en la tibia de los conejos (New Zealand White). Los métodos
utilizados fueron todos de acuerdo con un modelo normalizado y validado establecido para el estudio de la adhesion
Osea a las superficies de implante de titanio (Rgnold y Ellingsen, 2002). Cada conejo recibié cuatro implantes, dos
en cada hueso de la tibia. La ubicaciéon de los implantes de prueba y control fue aleatoria y el operador actud
siguiendo un protocolo enmascarado. A las 10 semanas después de la implantacion se sacrificaron los conejos y se
extirparon los huesos de la tibia con los implantes unidos. Directamente después de extirpar el hueso de la tibia se
fijo en una plantilla especialmente disefiada y los implantes se separaron utilizando un procedimiento de extraccion
calibrado. La carga se aplicd hasta el aflojamiento del implante y se registré en un grafico de carga frente a tiempo.
El hueso tibial restante se utilizé para estudiar la densidad mineral 6sea volumétrica (DMOV) utilizando tomografia
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micro-computarizada (micro-TC). El liquido de la herida se recogi6 del sitio del implante después de la eliminacion
de los implantes para determinar la actividad LDH, ALP y proteina total. Los implantes se transfirieron directamente
a un tubo estéril y se procesaron para la extraccion de ARN, para el analisis de expresion génica de marcadores
inflamatorios y 6seos.

Andlisis de microtomografia

La tibia se fijo en formaldehido tamponado neutro al 4 % y luego se mantuvo en etanol al 70 %. Las muestras de
hueso se escanearon con un escaner de micro-CT de escritorio disponible comercialmente. Se estudié la densidad
mineral 6sea en el hueso cortical por debajo del implante después de la extraccion del implante, para estudiar los
cambios ocurridos en la mineralizaciéon en el hueso periimplantario, desde hueso nuevo (menor en DMOv) hasta
hueso mas maduro (mayor en DMOV).

Andlisis del liquido de la herida: actividad LDH, actividad ALP y proteina total

La actividad LDH y la proteina total se analizaron en el fluido de la herida recogido del sitio del implante después de
un periodo de cicatrizacidon de 10 semanas. La liberacién de LDH es un marcador sensible para la necrosis tisular
(Williams et al., 1983) y, por tanto, la biocompatibilidad de los implantes. Se ha propuesto que la actividad de ALP
desempefie un papel importante en el inicio del proceso de mineralizacién alrededor de los implantes de titanio. La
cantidad de proteina total se usé para indicar la cantidad de liquido de la herida presente en la interfase con los
implantes y para correlacionar con la fuerza de adhesién entre hueso e implante.

Expresién génica in vivo de marcadores inflamatorios y 6seos: IL-6, osteocalcina y TRAP

La expresién génica de IL-6, osteocalcina y TRAP se estudié mediante RT-PCR en tiempo real como una indicacion
de inflamacion (IL-6), formacién de hueso (osteocalcina) o resorcion 6sea (TRAP) en el tejido 6seo periimplantario
adherido a la superficie de los diferentes grupos de implantes.

Conclusién

Las composiciones elementales de las superficies se calcularon a partir de los espectros generales de la muestra
respectiva y se dan en la Tabla 3. El contenido de C aumenté con la adicion de EPA a las superficies, mientras que
las sefiales de Ti disminuyeron para esas muestras, lo que indica que después del lavado quedaba una capa
delgada de EPA sobre las superficies. El espectro general mostré también una clara reduccion de la sefial de N
después de la irradiacion con luz UV. El N y varios contaminantes tales como Na, Zn, Mg y Si se detectaron en
trazas, probablemente debido a contaminaciones superficiales del aire. Los espectros detallados revelaron mas
detalles sobre los estados de enlace de los elementos (para Cls véase la Tabla 4 y para Ols véase la Tabla 5).
Hasta 4 picos (3 para Control, UV y EPA) se ajustaron en el espectro detallado de C1 s. Las sefiales C-C y C-H se
detectaron a una EE (energia de enlace) de 284,8 eV (Han et al., 2008; Viornery et al., 2002). La intensidad de esta
sefial disminuyé ligeramente para la superficie del EPA, y mas claramente para la superficie UV + EPA. La
intensidad de la sefial C-O para una EE = 285,8 eV (Han et al., 2008; Viornery et al.,, 2002) se mantuvo
aproximadamente similar en todas las superficies analizadas. Solo se detectd una sefial para los estados de enlace
C=0 a 287,9 eV [22] para las superficies del grupo UV + EPA. La sefial asignada a -O-C=0 a 288,8 eV (Han et al.,
2008; Viornery et al., 2002) era baja en las superficies de control, aumentd para todas las otras superficies y fue la
mas alta para las superficies UV + EPA. Hasta 5 picos (4 picos de control y UV) se ajustaron en el espectro detallado
de O1ls. La sefal de TiO, fue asignada una EE = 529,9 eV (Viornery et al., 2002; Lu et al., 2000). Se redujo para la
superficie de EPA e incluso fue menor para la superficie UV + EPA. TiO y TiOH dieron una sefial para la misma EE;
531.2 eV (Viornery et al., 2002; Lu et al., 2000). Se incrementé ligeramente para la superficie del grupo UV y fue
aproximadamente 2 veces mas para la superficie del grupo UV + EPA. El porcentaje del pico para C-O, C=0y C-OH
a 532,4 eV (Viornery et al., 2002) se redujo ligeramente en las superficies UV en comparaciéon con el control,
aumento en las superficies EPA y disminuy6 en las superficies UV + EPA en comparacién con el control. EI O que
estaba unido en combinaciones que contenian -O-C=0 se ajusté a 533,7 (Beamson et al., 1992). Esta variacion
estuvo presente solo en superficies de EPA 'y UV + EPA.

Tabla 3: Resultados del analisis elemental de los espectros generales XPS sobre las superficies de implante
modificadas de forma diferente.

Composicion elemental [en %]

Muestra - -
C (0] Ti N Contaminantes
Control 52,2 31,8 12,6 1,4 2,1
EPA 60,4 27,4 7,2 1 3,8
uv 46,5 35,2 13,5 ND 4.8
UV + EPA 62,6 28,3 6,3 ND 2,8

ND — No detectado

22



10

15

20

25

30

35

40

ES 2627290 T3

Tabla 4: Porcentaje de area para los picos ajustados en los espectros detallados de los picos Cls.
Porcentaje de areas de los picos deconvolucionados

Muestra Energia de

284,8 eV 285,8 eV 287,9 eV 288,8 eV

enlace [eV]
Posibles estados C-C/CH c-0 c=0 -0-C=0
de enlace

Control 71,3 26,5 ND 2,2

EPA 69,2 25,8 ND 5,0

uv 71,4 24,3 ND 4,3

UV + EPA 66,8 25,0 2,9 5,4

Tabla 5: Porcentaje de area para los picos ajustados en los espectros detallados de los picos Ols.
Porcentaje de areas de los picos deconvolucionados

Muestra Energia de 5r98ev 531,2 eV 532,4 eV 533,8 eV
enlace [eV]
Posibles estados Tio, TiO / TiOH C-0O/C=0/cC- -0-C=0
de enlace OH

Control 61,7 23,1 15,2 ND

EPA 47,4 19,5 26,0 7,1

uv 59,0 28,1 12,9 ND

UV + EPA 36,8 47,4 7,9 7,8

Los implantes recubiertos con una dosificacion baja de EPA unidos quimicamente después de la irradiacion con luz
UV y sus controles irradiados con luz UV mostraron una adhesion inferior al hueso cortical. Se observé una DMOv
inferior del hueso cortical en ambos tipos de implantes, lo que podria estar relacionado con las diferencias en las
propiedades biomecanicas del hueso cortical periimplantario encontrado con los valores de extraccion. La cantidad
de proteina total en el liquido de la herida, mayor en los implantes recubiertos con una dosis baja de EPA unido
guimicamente después de la irradiacion con luz UV y sus controles irradiados con luz UV, también podria estar
relacionada con sus valores de extraccion mas bajos. No se observaron diferencias en la actividad LDH
(biocompatibilidad) con los cuatro grupos diferentes de implantes, pero se observé un aumento en la expresion
génica del marcador inflamatorio IL-6 en el grupo de implantes con altas dosis de EPA. No se encontraron
diferencias en la expresion génica de TRAP, lo que sugiere que la resorcidon ésea no se veia afectada de manera
diferente con los implantes probados. Los implantes recubiertos con una dosificacion baja de EPA unido
quimicamente después de la irradiacién con luz UV y sus controles irradiados con luz UV mostraron una expresién
mas alta del marcador pro-osteogénico osteocalcina y una actividad ALP mas alta, lo que indicando que la actividad
osteoblastica y la formacién 6sea en curso habia aumentado en estas muestras. Los resultados de este estudio se
muestran en las Figuras 10-17.

Ejemplo 4

Se revistieron superficies de titanio (Ti) con dos acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) n-3 diferentes, sin y en
combinacién con a-tocoferol (vitamina E) para analizar las propiedades antioxidantes del a-tocoferol en los PUFAs
durante la irradiacion UV. El a-tocoferol es una sustancia que las autoridades consideran segura como aditivo
alimentario. El a-tocoferol ha demostrado tener efectos anti-inflamatorios in vitro Inhibiendo la liberacion de IL-1B a
partir de monocitos. Al mismo tiempo, se observé una disminuciéon en la adhesion celular (Reno et al, 2005). Se
planted la hipotesis de que el recubrimiento de las superficies de Ti con PUFAs en combinaciéon con a-tocoferol
podria prevenir la oxidacién de PUFA y dar lugar a una superficie Ti con propiedades mejoradas.

Materiales y métodos

Las sustancias de recubrimiento se adquirieron en Sigma-Aldrich con el grado mas alto de pureza disponible. Se
recubrieron superficies de discos de Ti (c.p. grado V), de 6,25 mm de diametro, con diferentes sustancias y mezclas
de las mismas. Las superficies se secaron al aire y posteriormente se irradiaron con luz UV (A = 302 nm, P=6 W,
distancia a las superficies 43 mm, lampara comprada en VWR, Oslo, Noruega). Las muestras se analizaron con
espectroscopia FTIR (DRIFT) después de 0 min, 15 min, 30 min y 60 min de irradiacion. Un disco de Ti igualmente
irradiado, no recubierto se utiliz6 como fondo para las mediciones FTIR. Se aplicaron mezclas a los implantes y se
irradiaron durante 0 min, 15 min, 30 min y 60 min. Los espectros obtenidos por espectroscopia FTIR se analizaron
para determinar las absorbancias tipicas relacionadas con la fotooxidacion de los recubrimientos superficiales. Las
areas de los picos tipicas fueron cuantificadas y se comparan y describen en este documento.
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Las sustancias utilizadas como recubrimiento fueron:

EPA (acido eicosapentaenoico, 20:5, n-3); 10 pl de soluciéon 50 mM en etanol
DHA (acido docosahexaenoico, 22:6, n-3); 10 pl de soluciéon 50 mM en etanol
EPA + DHA; 1:1 - 10 pl en total

a-tocoferol; 10 pl de soluciéon 50 mM en etanol

EPA + a-tocoferol; 1:1 - 10 pl en total

DHA + a-tocoferol; 1:1 - 10 pl en total

EPA + DHA + a-tocoferol; 1:1:1 - 10 ul en total

La presentacion de los resultados del andlisis se organiza de la siguiente manera:
1. Irradiacion UV de los PUFAs n-3 EPA, DHA y EPA + DHA
2. Irradiacion UV del a-tocoferol
3. Combinacion de a-tocoferol y los PUFAs n-3

1. Irradiacion UV de los PUFA n-3 EPA, DHA y EPA + DHA

Las absorbancias mas importantes que mostraron cambios en la estructura quimica de los PUFAs n-3 debido a la
irradiacion UV se dan en la siguiente tabla (Tabla 6):

Tabla 6: Cambios importantes de absorbancias en espectroscopia FTIR para los PUFAs

Nimero de onda (absorbancia Grupo Cambios causados por la irradiacion
maxima) uv

3300 cm™ -OH aumento

1710 cm™ c=0 aumento

1065 cm™ CO-0-C cambio

974 cm™ C=C trans aspecto y aumento

710 cm™ C=Ccis disminucion

La Figura 18 muestra como estan cambiando las absorbancias mencionadas. Los valores mostrados se calculan a
partir de las areas de los picos de absorbancia y se dan como % en comparacién con la muestra no irradiada. Muy
interesantes son las tendencias opuestas de las absorbancias de C=C cis y C=C trans, que indican la formacién de
acidos grasos trans a partir de acidos grasos cis. Se observé oxidacién causada por irradiacion UV.

2. Irradiacion UV del a-tocoferol

La quimica del proceso de oxidaciéon del a-tocoferol fue descrita por Wang X, 1999: TOH — TO" (a-tocoferol — a-
tocoferoxiloxil) y Yamauchi R, 2002 (ver Fig. 19):

Segun estas fuentes, las absorbancias siguientes son de interés, ya que podrian estar cambiando durante la
irradiacion UV (Tabla 7):

Tabla 7: Cambios importantes de absorbancias en espectroscopia FTIR para el a-tocoferol

Ndmero de onda (absorbancia Grupo Cambios causados por la irradiacion
maxima) uv
1676 cm™*, 1646 cm™ Quinonas aspecto/aumento
1620 cm™ C=C aromético aumento
1250 cm™ C-O de epodxidos aspecto/aumento

Como se puede ver en la Figura 20, las absorbancias de quinonas se incrementaron durante la irradiacion con UV,
mientras que las areas de absorbancia para los epoxidos no cambiaron, indicando que no se formaron epdxidos a
partir de a-tocoferol durante la irradiacion con UV, sino quinonas como a-tocoferilquinona. La absorbancia de los
grupos aromaticos C = C disminuyé durante la irradiacién UV, lo que indica que esos enlaces se redujeron por
fotooxidacion.

3. Combinacién de a-tocoferol y los PUFAs n-3
Se ensayé la adicién de a-tocoferol a EPA, DHA y EPA + DHA. La Figura 21 muestra los cambios de las areas de
los picos de las absorbancias caracteristicas para los promedios de las areas de los picos de EPA y DHA con a-

tocoferol. Los cambios de las areas de los picos con el tiempo de irradiacién UV fueron muy leves comparados con
los cambios de las areas de los picos para los PUFAs solos, lo que indica un efecto protector del a-tocoferol.
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El efecto antioxidante del a-tocoferol dependia de la cantidad de a-tocoferol afiadido, como se pudo demostrar, por
ejemplo, en el ejemplo de las absorbancias de OH a 3300 cm™ (Figura 22). El aumento del area del pico fue mucho
mas pronunciado para los PUFAs solos comparado con mezclas 1:1 con 50 % de a-tocoferol (EPA + a-tocoferol,
DHA + a-tocoferol) o mezclas 1:1:1 (EPA + DHA + a-tocoferol, 33 % en moles de a-tocoferol).

Conclusién

Se demostré que la irradiacion UV cambiaba la estructura molecular de los PUFAs fotosensibles tales como EPA y
DHA de una manera similar. En cuanto a un proceso tipico de fotooxidacion, las intensidades de absorbancia
aumentaron para los grupos OH, CO-O-C, C= O y C=C trans, mientras que la intensidad de absorbancia disminuy6
para el grupo C=C cis. El a-tocoferol parecia estar menos afectado por la irradiacion UV hasta 1 h, solo se observo
la aparicion de una débil absorbancia de quinona. Esto estd de acuerdo con una via de oxidacién propuesta por
Yamauchi et al. La adicién de a-tocoferol a los PUFAs en 2 concentraciones diferentes indicé un efecto protector
dependiente de la concentracion del a-tocoferol.

Ejemplo 5

El 7-dehidrocolesterol (7-DHC, provitamina D3) se convierte en colecalciferol (vitamina D3) a través de la previtamina
D3 en la piel humana. La conversion adicional a 25(OH)D3 ocurre principalmente en el higado, pero dado que la
enzima hidroxilasa CYP27A1 se expresa de forma ubicua en otros tejidos, el sistema para la produccion local
también puede estar disponible en el hueso (Aiba | et al., 2006). También se ha demostrado que la 10,25(0OH)2D3 se
sintetiza localmente en el hueso a partir de 25(OH)D3 (Ichikawa et al., 1995, Atkins et al., 2007). Una representacion
esquematica de la conversion se puede encontrar como la Figura 23. La 1a,25(0OH),Ds es la forma activa biologica
de la vitamina D3 y actia como una hormona para regular los niveles séricos de calcio y fosfato y es un factor
importante durante el crecimiento y la mineralizacién 6seos (St-Arnaud R, 2008). Por lo tanto, la adicién de 7-DHC
como un recubrimiento de superficie a implantes de titanio irradiados con luz UV, con o sin PUFA, podria afectar
positivamente a la curacion ésea.

Las superficies de titanio (Ti) se recubrieron con 7-DHC o con colecalciferol para analizar su transicion iniciada por
luz UV. Nuestro objetivo era determinar hasta qué punto era especifica la conversion iniciada por la irradiacion UV
de 7-DHC en colecalciferol y qué tiempo de irradiacion seria el mas adecuado. Ademas, las superficies se
recubrieron con una mezcla de EPA

(que representa un PUFA n-3) y 7-DHC para analizar posibles interacciones entre las 2 sustancias durante la
irradiacion UV.

Materiales y métodos:

El EPA, el 7-DHC y el colecalciferol se adquirieron en Sigma-Aldrich con el grado mas alto de pureza disponible. Las
superficies de discos de Ti (c.p. grado 1V), de 6,25 mm de diametro, se recubrieron con 7-DHC o con colecalciferol o
con una mezcla de 7-DHC + EPA (1:1). Las superficies se secaron al aire y posteriormente se irradiaron con luz UV
(A =302 nm, P =6 W, distancia a las superficies 43 mm, lampara adquirida en VWR, Oslo, Noruega). Las muestras
se analizaron con espectroscopia FTIR (DRIFT) después de 0 min, 15 min, 30 min y 60 min de irradiacién. Un disco
de Ti igualmente irradiado, no recubierto se utilizé como fondo para las mediciones FTIR. Los espectros obtenidos
por espectroscopia FTIR se analizaron para determinar las absorbancias tipicas relacionadas con la fotooxidacion de
los recubrimientos superficiales. Las areas de los picos tipicas fueron cuantificadas en la medida de lo posible y se
comparan y discuten en este documento.

Resultados

Las absorbancias mas importantes que mostraron cambios en la estructura quimica del 7-DHC y del colecalciferol
debido a la irradiacion UV se dan en la siguiente tabla (Tabla 8):

Tabla 8: Cambios importantes de absorbancias en espectroscopia FTIR para el 7-DHC y el colecalciferol

Ndmero de onda (absorbancia Grupo Cambios causados por la irradiacion de
maxima)
7-DHCy 7-DHC + EPA
colecalciferol
3300 cm™ -OH sin cambios aumento
1730 cm™ grupos éster C=0 aumento
1710 cm™ acidos carboxilicos C=0 aumento
1680 cm™ C=C trans aspecto y aumento
1650 cm™ C=Ccis aumento
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Numero de onda (absorbancia Grupo Cambios causados por la irradiacion de
maxima)

7-DHCy 7-DHC + EPA
colecalciferol

1625 cm™ C=C aromaético aumento

a) irradiacion UV de 7-DHC y colecalciferol

Las siguientes figuras 24 y 25 muestran como los espectros de absorbancia de 7-DHC y colecalciferol estaban
cambiando con el tiempo debido a la irradiaciéon UV. Como las estructuras quimicas de las 2 sustancias son muy
parecidas, los espectros de absorbancia parecen ser bastante similares. También su comportamiento con el tiempo
de irradiacion UV parecia ser comparable (Tabla 8).

A partir de los espectros de absorbancia y los cambios de las areas de los picos medidos (Figura 26), podemos
suponer que no se generaron grupos -OH debido a la irradiacién. El area del pico a 3300 cm™ fue estable con el
tiempo de irradiacion UV. El area del pico a aproximadamente 1700 cm™ (incluyendo el area de 1850 cm™ a 1550
cm’l) aumentaba claramente para ambas sustancias, lo que indica la formacion de dobles enlaces C=C (aromaticos,
cis y trans), asi como la formacion de grupos éster C=0 y carboxilicos.

b) irradiacion UV de 7-DHC + EPA

Los espectros de la mezcla de 7-DHC y EPA parecian representar ambas sustancias en sus absorbancias tipicas
(Figura 27). Los cambios en las areas de los picos (Figura 28) confirman esta observacion. A 3300 cm™ Se
observamos un aumento en el area del pico que se encuentra entre los valores de 7-DHC (sin cambios) y los valores
de EPA (aumento claro). A 1700 cm™ se encontré el mismo resultado, que solo se hace evidente en los valores
absolutos que de nuevo se encuentran entre los valores medidos para 7-DHC (aumento lento del area de pico
pequefia) y EPA (aumento pronunciado del area de pico grande).

Conclusiones

Ninguno de los espectros de absorbancia de 7-DHC después de la irradiacion UV era completamente similar al
espectro de absorbancia del colecalciferol no irradiado. Una explicacién probable de esto es que se forme una
mezcla de varios productos de fotooxidacion debido a la irradiacion UV como se describe en la literatura (véase la
Figura 23). La conversion de 7-DHC a colecalciferol es solo de aproximadamente 0,8 % (Olds et al., 2008) y, por
tanto, puede no ser detectable con FTIR. Esto no es un problema, ya que todos los productos de fotooxidacion
producidos por irradiacién UV también evolucionan en el cuerpo humano y son biolégicamente inactivos, evitando
asi la hipervitaminosis de vitamina D3.

La combinacién de cantidades iguales de 7-DHC y EPA sobre las superficies de Ti no produjo ninguna interaccion
gquimica entre las 2 sustancias que se podian medir con espectroscopia FTIR. La irradiacion de la mezcla dio como
resultado espectros que tenian el aspecto y las areas del pico de absorbancia que eran una combinacion de los
espectros y las areas del pico de 7-DHC y EPA. No se espera que el uso de otros PUFA distintos al EPA tenga
como resultado diferentes hallazgos a este.

Ejemplo 6
Este ejemplo demuestra como se pueden fabricar implantes lisos y rugosos con PUFA y/o vitaminas.
A.1. Implantes lisos:

Se trituraron y pulieron discos de titanio comercialmente puros (cp) con un diametro de 6,25 mm y una altura de 2
mm (Phoenix 4000, Buehler GmbH, Diisseldorf, Alemania) en siete secuencias. Los papeles de carburo de silicio, el
neopreno poroso para el pulido final y la suspension de silice coloidal abrasiva (OP-S) fueron suministrados por
Struers GmbH (Willich, Alemania). La primera etapa consistié en moler todos los implantes con P500 en agua hasta
que fueron nivelados, con 65 N de presion y una contra-rotacion a 250 rpm. El tiempo de molienda se ajusté
después a 20 min y el tamafio del grano disminuy6 con papeles: P800; P1200 y P2500. Para el papel pulidor P4000
se utilizé ademas la suspension de pulido OP-S. Para las dos Ultimas etapas, se utilizé un neopreno especial poroso
(MD-Chem) a 200 rpm y 50 N de, 14 min en co-rotacion con la suspension OP-S y 1 después 1 min en co-rotacion
con agua. La molienda/pulido era necesaria para crear superficies planas y limpias uniformes antes de la
modificacién. Después del pulido, todos los discos se lavaron alternativamente con NaOH a 40 vol. % y HNO3 al 50
% en volumen en el bafio ultrasénico. Después se lavé con agua desionizada hasta alcanzar un pH neutro y se
conservo a temperatura ambiente en etanol a 70 % en vol.

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2627290 T3

A. 2. Implantes rugosos:

Los discos de titanio comercialmente puros (cp) con un didmetro de 6,25 mm y una altura de 2 mm se granallaron
con particulas de di6xido de titanio (TiO2) con un tamafio de particula de 180-220 ym (Blasmaster™ polvo de 6xido,
F.J. Brodmann&CO, L.L.C., Los Angeles, EE.UU.) después de pulir. La distancia desde los implantes hasta los
chorros era de aproximadamente 20 mm durante el procedimiento de granallado y la corriente de particulas de TiO,
golpeod la superficie con un angulo de 90°. La presion de aire utilizada para el granallado se ajusté a 0,5 MPa.
Después de pulir y granallar, todos los discos se lavaron alternativamente con NaOH a 40 % en vol y HNO3 a 50 %
en vol en un bafio ultrasénico. Después se lavd con agua desionizada hasta alcanzar un pH neutro y se conservé a
temperatura ambiente en etanol a 70 % en vol.

B. Modificacién superficial de implantes lisos y rugosos con PUFA y/o vitaminas
Para la modificacién superficial de los implantes lisos y rugosos con PUFA y/o vitaminas:

1. Trabajar en una campana de flujo laminar.

2. Las soluciones de las sustancias respectivas se preparan con etanol.

3. Las soluciones de trabajo se filtran (tamafio de poro de 0,2 ym) para esterilizarlas.

4. Se afiaden 10 pl de solucién respectiva a la superficie de las monedas (con la concentracion seleccionada y
combinacion de PUFA/vitaminas).

5. Las monedas se dejan secar en la campana de flujo laminar durante 15 min.

6. Las muestras se irradian con luz UV (luz UV C 100 nm - 280 nm y luz UV B 280 nm - 315 nm). La
configuracién se muestra en la Figura 29. Un problema es irradiar las muestras de todos los lados. Se puede
doblar una hoja de aluminio reflectante y usarla para acceder a las muestras desde abajo y a los lados si las
muestras se colocan sobre una superficie transparente a los rayos UV (por ejemplo, cuarzo). La Figura 29
muestra un ejemplo de configuracion para irradiar muestras de Ti con luz UV.

D. Caracterizacion de implantes lisos y rugosos modificados con PUFA y/o vitaminas:

1. Perfildmetro: se utlllza un perfildbmetro laser de luz azul (Sensofar Ply 2300, Terrassa, Espafia) para escanear
areas de 200 x 160 pm con un objetivo Nikon (Nikon, Tokio, Jap6n) de 150x (150x/0,95 Lu Plan Apo, EPI). Los
parametros de rugosidad y ondulacion de cada moneda fueron calculados con un software avanzado (SensoMap
Plus 4.1, Sensofar, Terrassa, Espafia) y se eligieron imagenes representativas de las diferentes superficies.

2. Angulo de contacto: medido al menos 24 horas después del final de la irradiacion UV. Los angulos de contacto
(AC) de las superficies de los diferentes implantes de titanio se analizan utilizando un sistema de angulo de
contacto basado en video (OCA 20, DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt, Alemania). El I|qU|d0 utilizado
fue agua desionizada. Se administré una gota de 3yl a la superficie con una velocidad de 0,6 pl s, La forma de
la gota se registra con una camara (4,17 imagenes s ) y los angulos de contacto se midieron despues de las
imégenes grabadas. Se afiade una gota de 3 pl en la moneda, se mide el AC, la gota se agranda 2x con 1 pl de
agua pura, después de cada aumento se mide el AC con la superficie, el AC no se mide después de secar la
moneda ya que esto podria cambiar la estructura del PUFA en la superficie de la moneda y con ello el AC.

3. FT IR (reflectancia difusa) para caracterizar la diferencia antes y después de la irradiacion UV del PUFA y las
vitaminas. Se analizaron las peliculas de PUFA y/o los cambios causados por la irradiacién UV con un FTIR
Spectrum 100, Perkin Elmer (EE.UU.) La unidad de reflectancia difusa (DRIFT) se utiliza para registrar los
espectros. Una moneda limpia, esterilizada, pero con Ti pulido no modificado sirvio de referencia. Los espectros
de FTIR se recogen antes y después de Ia irradiacion con luz UV en diferentes momentos de irradiacion. Los
espectros se registraron desde 4000 cm™ hasta 450 cm™ con una resoluciéon de 2 cm™. Cada espectro fue el
resultado de 8 espectros individuales. Los espectros fueron corregidos respecto al basal con el programa
Spectrum (Version 6.1.0) de PerkinElmer.

4. La FTIR-microscopia se realiza para responder a las siguientes preguntas:

= ¢ Cbomo se distribuyen los componentes antes y después de la irradiacion UV?

= ¢ Hay alguna diferencia si los componentes estan solos en la superficie o en diferentes combinaciones?
= . Como es la estructura cristalina de las monedas de Ti?

= ¢ Existe alguna correlacién entre la distribucién de los componentes y los cristales?

5. La XPS se realiza para obtener informacion sobre la composicion atdmica de las superficies. Se usa un
aparato Kratos Axis Ultra DLD XPS (Kratos, Manchester, Reino Unido) para realizar el analisis superficial de las
superficies de los implantes modificados. Se utilizaron rayos X monocromatlcos Al Ka con una corriente de 10
mA y una tensién de 15 kV. Se analizé un area de 300 x 700 pm en una muestra por cada grupo, con una
energia de paso de 80,0 eV para los espectros generales y 20,0 eV para las exploraciones elementales de
resolucion de alta energiade Ti 2p, C1s, O 1sy N 1s. Las areas de los picos se calcularon con el programa
CasaXPS 3.2.12. La escala de energia de enlace se calibro asignando el pico de hidrocarburo a una energia de
enlace de 284,8 eV. El fondo de Shirley se usé para cuantificar los espectros generales y se usaron fondos de
Shirley y lineales mezclados para la cuantificacién de las exploraciones elementales detalladas
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REIVINDICACIONES

1. Un implante de metal recubierto para la adhesién controlada de tejido mineralizado y/o duro, en el que al menos
parte de la superficie del implante esta recubierta con PUFA (acidos grasos poliinsaturados) unidos quimicamente
por luz UV a una concentracion de 10 nanogramos/mm2 0 menos, en el que el implante de metal recubierto se
puede obtener por un método que comprende:

i) pulir el implante,
ii) lavar,
iii) esterilizar en autoclave,

a) tratar el implante con una solucién que comprende PUFA e

b) irradiar al menos parte de la superficie del implante con luz UV de 100 a 315 nm durante un periodo de
tiempo comprendido entre 30 segundos y 30 minutos y opcionalmente

c) lavar dicho implante,

en el que las etapas a) y b) se realizan simultdneamente o en cualquier orden.

2. El implante de metal recubierto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la etapa b) se realiza
simultaneamente con la etapa a) o bien la etapa a) se realiza antes de la etapa b).

3. El implante de metal recubierto de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que la luz UV de la etapa (b) es
aproximadamente 6 mWw/cm?.

4. El implante de metal recubierto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el implante
se recubre con PUFA a una concentracion comprendida entre 1y 10 nanogramos/mmz.

5. El implante de metal recubierto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el metal se
selecciona del grupo que consiste en titanio, aleacion de titanio, circonio, hafnio, tantalo, niobio y mezclas de dos o
mas de circonio, hafnio, tantalo y niobio.

6. El implante de metal recubierto de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que el implante comprende al menos el
90 % en peso de titanio y/o una aleacion de titanio.

7. El implante de metal recubierto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el PUFA
se selecciona del grupo que consiste en acidos grasos n-3 y n-6.

8. El implante de metal recubierto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el PUFA
se selecciona del grupo que consiste en acido eicosapentaenoico, acido araquiddnico, acido docosahexaenoico y
mezclas de los mismos.

9. El implante de metal recubierto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el PUFA
comprende o es EPA (acido eicosapentaenoico).

10. El implante de metal recubierto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el
recubrimiento del implante comprende adicionalmente vitaminas liposolubles, tales como vitamina E.

11. El implante de metal recubierto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el
implante comprende adicionalmente 7-dehidrocolesterol.

12. El implante de metal recubierto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que cuando el
implante comprende al menos un 90 % en peso de titanio y/o una aleacidn de titanio, el PUFA comprende o es EPA
(acido eicosapentaenoico), entonces el revestimiento comprende de 1 a 5x10™ enlaces insaturados unidos de EPA
por mm? de superficie de titanio.

33



1. Preparacion

2. Adicion de
EPA en metanol

3. Irradiacion UV
durante 30 min

4. Lavado en
metanol

Grupo

{Control”

[=]
—
=

ES 2627290 T3

—— — L
Pulido
Lavado

Esterilizado en autoclave

‘Control :Control

1 ! [ 1 [

@ |O,5umo|| ’O umo?’ |O,1pmol| @pmoq lO pmol‘ 01
L] = i

=

mo]| O,Spmoti

Irradiaéi‘én UV

|

2 x lavado 2 x lavado
,, i R
v - e

Fig. 1

34



AC/°

100 -

80 -

60 -

40 -

20 A

ES 2627290 T3

N

T

T T f T T r 1 1

0 30 60 80 120 150 180 210 240

Tiempo de irradiacion/min

Fig. 2

35



AC[]

140 “
120 4
100

80

60

40

20 A

ES 2627290 T3

] sin EPA
3,2 nmol EPA/mm?
N 16,3 nmo! EPA/mm?

Fig. 3

36



ES 2627290 T3

Fig. 4

37



1 234 56 7 8
] !
EPA "“‘hi‘ “a .
!J " ﬁ
i o N
o /o l A A
g / . B ”“i \\\ ) J N L\uj |
8 [ P S - -
a EPA+
< gomin | Y |
UV / B \ J [f\/\v -/ \
A A
/ \\ J - \,\

ES 2627290 T3

4000 3600 3200 2800 24

00 2000 1%00 1600 1400 1200 1000 800 600450

Numero de ondas [cm-1]

Fig. 5

38



Cantidad de'C-EPA [pmol-mm-2]

ES 2627290 T3

] no irradiada

0,01
| H 30 min UV
0,001 -
N |
|
0,0001 - o
— 7
0,00001 - | l .

moneda no lavada moneda lavada una vez moneda lavada dos veces

Fig. 6

39



Numero relativo de células [%]

ES 2627290 T3

050 o [1sin EPA 3,2 nmo! EPA/mm? M 16,3 nmol EPA/mm?

200

150

100

50

Fig. 7

40



Toxicidad relativa [%]

80

60

40

20

|

{

ES 2627290 T3

J sin EPA
3,2 nmol EPA/mm?
W 16,3 nmol EPA/mm?

Fig. 8

41



ES 2627290 T3

d
(0] OH OH OH
ANaCEILCNN
3 | /10, %
Irradiacién UV [39]
[38] — Irradiacion UV
o H,C - Ry - COOH 1
R Re- COOH HOOC - R ,- COOH OH OOH O' OH O' OH OH O’
ZTiO, 7
| T
c Ester Peréster Eter Peréxido
R
R 3
=0 R krR2

R © LR
OHO OH O OH O OH

Fig. 9

42



Fuerza de extraccion [N]

ES 2627290 T3

=

Control

I
EPA

Fig. 10

43

uv

UV+EPA .




DMOv [g-cm™]

117 1
1,16 -
1,15 -

1,14 -

1,1 1

1,09 -

ES 2627290 T3

e

K

Control

EPA

Fig. 11

44

uv

UV+EPA



Actividad LDH (% del control)
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