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RESUMEN

Incremento de la viabilidad osteoblastica a través de la liberacién sostenida

de (-)-Epicatequina en Nanotubos de TiOs2.

Factores ambientales, locales y sistémicos pueden interferir con la
recuperacion y cicatrizacion de los tejidos orales después de que estos sufrieron
algun dafio; afectando procesos muy importantes, como la osteointegracién al
hueso (cantidad y calidad) y a los tejidos adyacentes. Por otra parte, Se ha
encontrado que los materiales nanoestructurados son capaces de mejorar la
respuesta celular, proporcionando un excelente anclaje fisico con la superficie del
hueso promoviendo la adherencia celular, proliferaciéon y diferenciacion de
osteoblastos. Adicionalmente, se sugiri6 que un producto natural como es el
flavonoide (-)- Epicatequina (Epi) puede mejorar la osteoinductividad. En este
estudio se reporta que las dimensiones nanométricas de TiO2 son una estrategia
efectiva en aplicaciones para medicina regenerativa, haciendo énfasis en los
efectos que brinda la liberacion sostenida de un producto natural como es la (Epi),
depositada en nanotubos de TiO2 en la viabilidad osteoblastica. Con el objetivo de
proveer mayores evidencias que den sustento al uso de recubrimientos con
flavonoides naturales en nanoestructuras para aplicaciones terapéuticas y mejorar

la calidad de vida del paciente que lo requiera.



Objetivo General: Sintetizar nanotubos de TiO2 por anodizado en Ti6AI4V
para la deposicion y liberacién de moléculas con potente actividad osteogénica para

aplicaciones en regeneracion 0sea.
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INTRODUCCION

La salud bucal se considera una parte integral del complejo craneofacial que
participa en funciones vitales como son la alimentacién y la comunicacion; por lo
tanto, la salud bucal esta relacionada con el bienestar y la calidad de vida del ser
humano desde los puntos de vista funcional, psicosocial y econémico [1]. Sin
embargo, existen diversas enfermedades que afectan y comprometen la integridad
de la salud bucal, debido al estilo de vida del ser humano (dieta e higiene bucal
inadecuada), asi como al acceso restringido a los servicios de salud odontoldgicos,
la falta de cultura de la poblacién en cuanto al cuidado de la boca y los altos costos

que la atencién odontolégica representa, por citar algunos ejemplos.

Entre las principales enfermedades que afectan la cavidad bucal figuran los
traumatismos dentales, ausencias congénitas, la caries dental y las enfermedades
periodontales [2]. La caries dental, es la enfermedad mas comun del ser humano
segun Bhaskar, ya que puede definirse de distintas maneras. Una forma de
describirlo, es como una secuencia de procesos de destruccion localizada en los
tejidos duros dentarios, que evoluciona en forma progresiva e irreversible y que

comienza en la superficie del diente y luego avanza en profundidad (Figura 1) [2].
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Figural: Ay B. Molares humanos con lesiones cariosas [2].

Por otra parte, las patologias periodontales son afecciones de los tejidos que
rodean al diente, como la inflamacién de la membrana periodontal o del ligamento
periodontal y tiene dos clasificaciones: Gingivitis y periodontitis. La Gingivitis,
(Figura Il) se define como inflamacion gingival, alteracion de color y de textura que
se asocia con un tejido periodontal con nivel de insercién estable, es decir (sin

pérdida de insercion periodontal ni de hueso alveolar), [3].

Figura Il. Tipica gingivitis marginal generalizada en las papilas (Flechas) [3].
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Por otra parte, la periodontitis se describe como la forma de la enfermedad
periodontal que involucra la pérdida de la insercion, que conlleva a la inflamacioén e
infeccion que destruyen a los tejidos de soporte de los dientes, incluyendo las
encias, los ligamentos periodontales y los alvéolos dentales (hueso alveolar),
(Figura Il1). Entre las caracteristicas variables se incluyen: hipertrofia o retraccion de
la encia, exposicion de la furcacion radicular, aumento de la movilidad dental,

desplazamiento y finalmente, exfoliacion de los dientes [3].

Figura lll. A) Estado clinico en los cuadrantes 1y 3 de un individuo con periodontitis
cronica. La mayor parte de los dientes de ambos cuadrantes presentan retraccion avanzada
del margen de tejidos blandos. B) Radiografias correspondientes: la cara mesial del diente
16 (flecha) tienen tejido de soporte periodontal normal mientras que el diente vecino, diente
14, ha perdido varios mm de soporte 6seo en la cara distal (flecha). La cara mesial del diente

14 tiene un soporte de tejido comparativamente normal (flecha). [3].
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Todas estas enfermedades dentales tienen una secuela que conlleva al
edentulismo, que se identifica como la ausencia total o parcial de piezas dentales,
las cuales no se reemplazaran posteriormente de forma natural [4]. Al hablar de
edentulismo, queda claro que la principal consecuencia se encuentra en la pérdida
de la funcionalidad y de la estética, puesto que aquellos pacientes que cuenten con
piezas dentales ausentes tendran dificultades para llevar a cabo tareas tan
cotidianas como son la masticacion o el habla, asi como también se esta ante una
de las particularidades que mas afectan a la estética de una persona, trastorno que
en una gran variedad de casos puede generar problemas psicolégicos [1-5]. Sin
embargo, la pérdida de piezas dentales no solamente estd relacionada con la
funcionalidad o estética si no también, otras consecuencias tales como la
reabsorcion del hueso alveolar en el lugar donde ya no se encuentra la pieza dental;
asi como también, hay que destacar que la pérdida de un diente puede afectar
negativamente al resto de piezas dentales, y/o el desplazamiento de los dientes
vecinos hacia el nuevo espacio creado, (Figura IV). [6,7]. El movimiento de los
dientes genera alteraciones en la oclusion produciéndose una mala alineacién de la

dentadura con los problemas que ello supone
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Figura IV. A) Visién anterior y lateral de la situacién habitual de los dientes con sus
inclinaciones principales. B) Posibles alteraciones en la oclusion, la posibilidad de
migracion, extrusion, y contactos relaciones oclusales incorrectas como consecuencia de

la pérdida de una pieza dental, molar mandibular (Flecha). [7].

Ademas de las afecciones a la cavidad bucal, se han identificado factores
locales y sistémicos que pueden contribuir al rapido fracaso de los implantes
ortopédicos y dentales afectando la oseointegracion, entre ellos la cantidad y calidad
del hueso y tejidos circundantes, la biomecénica y otros [8]. Dentro de los factores
sistémicos, se han estudiado diversas enfermedades que afectan o alteran los
mecanismos de sanado, asi como la remodelacion ésea, dentro de las que destacan
la osteoporosis, cancer, sindrome de Sjogren, diabetes, y radiacion de cabeza y

cuello a pacientes con cancer [8-9], por mencionar tan solo algunos ejemplos.

Las enfermedades sistémicas pueden afectar los tejidos orales al interferir
con el sanado o incrementar el riesgo de padecer otras enfermedades. Ademas,

estas enfermedades deben ser tratadas con medicacion u otras terapias que
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podrian afectar los tejidos cercanos a los implantes y el proceso de osteointegracion
o el hueso osteointegrado [8]. Otra de las afecciones que provocan pérdida
implantaria es la Periimplantitis, que se define como: “Reacciones inflamatorias
patologicas en el tejido blando y duro que rodea a un implante osteointegrado”. Esta
pérdida 6sea no se producira si la identificacion y tratamiento del proceso se realiza
precozmente. La Periimplantitis, involucra a todos los tejidos periimplantarios desde
el momento en el que se introduce el implante en el hueso, resultando insuficiente
el concepto de no osteointegracién del implante para la pérdida precoz de este,
(Figura V), [10]. Con el incremento en el nUmero de personas que por alguna de las
afecciones antes mencionadas se vieron expuestos a la pérdida o ausencia dental,

se ven en la necesidad de buscar una alternativa para solucionar su problema.

Figura V. A) Estado clinico de un individuo con Periimplantitis, se observa, después
de retirar la corona, una bolsa periimplantaria de 13 mm (Flecha). B) Radiografia

correspondiente a la pérdida 6sea grave (Flecha). [10].
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Se ha visto, en las investigaciones recientes, que los tratamientos Optimos
para ese tipo de casos son los implantes tanto dentales como ortopédicos, es ahi
donde sobresale la importancia de contar con un material que cuente con un éptimo
rendimiento de biocompatibilidad para inducir la rapida osteointegracién, y que sea
capaz de promover un ambiente antibacteriano para mantener su efectividad

durante un periodo deseado.

Sin embargo, con el aumento en el manejo de implantes metélicos se reporta
un creciente numero de fracasos de los implantes asociados a la falta de
biocompatibilidad, a la corrosion, por infecciones, a la citoxicidad del material y en
ocasiones por fractura del metal a causa de estrés mecéanico [11]. Lo anteriormente
mencionado, ocasiona el retiro del implante generando altos costos por repeticién
de tratamientos quirdrgicos, asi como re-hospitalizaciones y terapia farmacoldgica
prolongada, causando en el paciente problemas econémicos, sociales y trastornos

psicolégicos [1].

El Titanio puro (Ti), ha sido considerado como un material no alergénico. Sin
embargo, se han reportado casos de pacientes susceptibles a la hipersensibilidad
a este metal manifestando reacciones alérgicas, que pueden desempeiiar un papel
critico en el fracaso de los implantes metalicos (ej., ortopédicos, maxilofaciales y
dentales). Ademas, los sintomas de las reacciones alérgicas de estos materiales no
estan restringidos solamente a la boca; si no también, se manifiestan en las manos,

las piernasy la piel de todo el cuerpo, (Figura VI), [12]. La prevalencia de reacciones
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positivas sobre alergia frente a reactivos de Ti es mucho menor que la de otros
materiales como el cromo, el mercurio, el niquel y el paladio. Ningun paciente ha
exhibido una reaccién-alergia positiva solo para un reactivo de Ti. Por lo tanto, uno
podria concluir que el Ti es un material relativamente seguro, ya que rara vez causa
sintomas alérgicos [12]. Sin embargo, el Tiy el Ti6Al4V se han utilizado con éxito
en Odontologia y en Ortopedia durante muchos afios. Estos materiales se han
convertido en un material de eleccion para la fabricacion de implantes dentales, ya
que son la mejor opcion para la sustitucion a largo plazo de tejidos duros debido a
las favorables caracteristicas fisicoquimicas, mecanicas y de su biocompatibilidad

con el medio bucal [11-13].

Figura VI. Estado clinico de un individuo que presenta un progreso sintomatico de

reaccion alérgica en el cuerpo (Flechas) [12].
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OBJETIVO GENERAL

Sintetizar nanotubos de TiO2 por anodizado en Ti6Al4V para la deposicion y

liberacibn de moléculas con potente actividad osteogénica para aplicaciones en

regeneracion 0sea.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

_>

Preparar mecanicamente las muestras de Ti6Al4V para sintetizar

nanotubos de TiOz por oxidacién anddica.

Obtener nanotubos de TiOz en Ti6AI4V, por oxidacion anddica.

Analizar la adhesion y proliferacion de osteoblastos sobre las

superficies con nanotubos TiOx.

Deposicién de Epi sobre Ti6Al4V con nanotubos de TiO2 a evaluar.

Evaluar la liberacién de los flavonoides depositados sobre Ti6Al4V con

nanotubos de TiOx.
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— Caracterizar la morfologia celular utilizando técnicas microscopicas.
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CAPITULO 1

Antecedentes Historicos e introduccion en la modificacion de

superficies de la aleacion Ti6Al4V en aplicaciones biomédicas.

“Se quiere mas lo que se ha conquistado con

mas fatiga”

- Arist6teles -
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1.1 Antecedentes historicos de los materiales utilizados en

implantes

Se han utilizado diferentes materiales para implantes dentales incluyendo
polimeros, ceramica, metales compuestos y productos naturales [39]. Los implantes
de metal pueden soportar las cargas durante varias décadas, factor el cual ha
permitido que sean utilizados ampliamente. Sin embargo, es necesario estudiar o
establecer un material que se asemeje mas a la estructura humana y que sea
estable en el entorno natural del tejido. Los polimeros en comparaciéon con los
metales, dan lugar a procesos de inflamacién debido a que los monémeros que son
inherentes a su estructura son mas susceptibles a la infeccion, lo que aumenta la

probabilidad de degradacion del material, conllevando al fracaso del implante [2].

En 1911 los traumato6logos inmovilizaban fracturas 6seas con dispositivos de
acero inoxidable, con contenido férrico, teniendo como secuela la corrosion. En
1932 el Vitallium, una aleacion exenta de hierro, fue considerada ideal, no corrosiva
y biocompatible para estos fines. En 1940 un estudio en fémur de gatos comparé la
corrosion del vitallium (gold estandar) respecto a otros metales, entre ellos el Ti;
generando como resultado desde el punto de vista histologico y radiografico que el
Ti produjo menos efecto inflamatorio y corrosivo comparado al vitallium. Este estudio
describi6 la caracteristica inédita del Ti de “adherirse” al hueso [14]. Por otra parte,

en 1951 se probaron tornillos experimentales de Ti en fémur de ratas, los cuales se
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incorporaron al hueso; la conclusion fue que el titanio era un metal ideal en los casos
en que no era necesario retirarlo y se reporté que varios pacientes humanos lo

usaban sin secuelas negativas [14,40].

En 1959, Branemark estudiando la reparacion 6sea, implanté en el peroné
de conejos dispositivos trans-0seos de titanio, consciente de su biocompatibilidad.
Al intentar retirar estos dispositivos, le impresioné la intensidad de la union hueso-
titanio nombrando a esta caracteristica como 06seo-integracion. Aplicé esta
caracteristica Unica para estabilizar protesis ortopédicas, experimentando en
mandibulas de perros. Ademas, en 1965 implanté dispositivos de titanio
exitosamente en una mandibula humana, colocando el primer implante dental en la
zona anterior de la mandibula de un paciente, teniendo éxito y consiguiendo la

oseointegracion [14].

El Ti y sus aleaciones se han utilizado con éxito tanto en Ortopedia como en
Odontologia durante muchos afios. Se han convertido en materiales de eleccién
para la fabricacibn de implantes metalicos (ej., ortopédicos, maxilofaciales y
dentales), ya que son la mejor opcién para la sustitucion a largo plazo de tejidos
duros, debido a las favorables caracteristicas que poseen y mas importante aun, a

su alta biocompatibilidad con el medio biolégico.
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1.2 Ti6AI4V aleacion de eleccidn en aplicaciones biomédicas

Hablando en especifico de una de las aleaciones de Ti, se puede describir al
Ti6AI4V como la principal aleacién que se utiliza para las aplicaciones biomédicas,
por sus caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas benéficas, como es la baja
elasticidad, baja densidad, excelente resistencia a la corrosion, alta
biocompatibilidad, resistencia mecéanica, estabilidad quimica, asi como su exitosa

integracion en relacién al hueso circundante es decir, la osteointegracion [11].

Ademas, se puede resaltar que el médulo de elasticidad del Ti6Al4V es
similar al del hueso, lo que hace que el hueso tenga una mayor biocompatibilidad
hacia el implante [13]. Sin embargo, a pesar de los hallazgos reportados aun no se
resuelve la problematica asociada al aumento de la tasa de fracasos en los
implantes tanto ortopédicos como dentales. Acontecimientos que surgen a
consecuencia de la falta de biocompatibilidad por parte del biomaterial, evento que
sugiere la importancia de comprender la interaccion entre el biomaterial y el sistema

bioldgico.
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1.3 Nanotopografias, Modificacion de superficie

Recientemente, se ha sugerido el manejo de materiales con superficies
nanoestructuradas para mejorar la respuesta biologica de implantes médicos y
dentales. Ademas, las nanoestructuras han sido de gran interés, debido a su
elevada relacion superficie/volumen volumen/superficie y el mayor grado de
plasticidad biolégica en comparacion con las microestructuras, ya que se ha
demostrado que las células reaccionan favorablemente tanto in vitro como in vivo a
los cambios en la morfologia celular, la orientacion, la organizacion del

citoesqueleto, la proliferacion, la sefializacidon y la expresion génica [15].

Asimismo, en términos de desarrollo de biomateriales y la tecnologia de
implantes, la respuesta celular puede verse regulada por las caracteristicas
topograficas de la superficie [15,16]. Interesantemente, se ha descrito en el campo
de la biologia celular tanto in vitro como in vivo, un creciente cuerpo de datos que
muestran cémo las células responden de forma mas eficiente a las topografias
nanoestructuradas en comparacion con las microestructuradas [15,19]. Informacién
gue sugiere la importante necesidad de sintetizar y manejar este tipo de superficies.
Sin embargo, para obtener un material nanoestructurado es necesario realizar
diferentes tratamientos de modificacion de superficie al material, para lograr asi,

alterar las respuestas celulares que un material puede ofrecer.
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Considerando como un importante modelo de interés por su invaluable
necesidad clinica, surge la necesidad de realizar modificaciones en las superficies
de aleaciones como es el caso del Ti6AI4V [12,17, 18]. Se han reportado diversos
meétodos fisicoquimicos para generar nanoestructuras en estas superficies; por
ejemplo, los métodos electroquimicos, especificamente la oxidacion anddica, que
es una de las técnicas que permite la formacion de una capa gruesa, espesa y
altamente ordenada de 6xido de titanio (TiOz), formada en la superficie de los
materiales de Tiy sus aleaciones, y que en funcién a la configuracion electroquimica
que se utilice puede dar origen a los nanotubos de TiO2 (NTs) (Figura 1.3.1)
[18,17,21]. Importantemente, se ha demostrado que los NTs pueden proporcionar
una excelente adherencia fisica con la superficie del hueso promoviendo la
adherencia celular, proliferacion y diferenciacion de osteoblastos, asi como también
la respuesta de células endoteliales [15,16]. Resaltando esta interesante técnica de
modificacion superficial, se describe que el método de oxidacion anddica se produce
a través de un catodo y anodo. Que mediante la aplicacion de un potencial que es
proporcional al electrolito utilizado, se formara la capa de éxido sobre la superficie

del implante [13, 22].
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600 nm

Figura 1.3.1. A) Vista superior de NTs homogéneos. B) Vista de corte transversal

de NTs [34].

Por otra parte, se ha descrito que el didmetro y el espesor de los NTs se
puede controlar por el potencial de voltaje aplicado y el tiempo de anodizado [,17],
lo que puede generar también NTs abiertos en la parte superior y cerrados en la
parte inferior [13]. Se ha sugerido, que para regular los diferentes diametros de NTSs,
se requiere ajustar la concentracién y el tipo de electrolito utilizado, el tiempo de
anodizado y el voltaje aplicado [13,22]. Sin embargo, ain no hay estudios precisos
que demuestren los tamafios éptimos desde el punto de vista de la longitud y el
diametro de los NTs en la aleacidbn Ti6Al4V para sugerir la actividad o
comportamiento 6ptimo de diferentes tipos de células sobre estas importantes
superficies. Por lo tanto, como resultado se ha generado una gran controversia entre
los investigadores ya que unos han proporcionado informacion en que los diametros

de NTs pequefios (30 nm) promueven un mayor grado de adherencia de
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osteoblastos, mientras que los NTs de mayor didametro (70-100) provocan o
estimulan una menor poblacion de células con morfologia celular extremadamente
larga y con mas altos niveles de fosfatasa alcalina [15]. Informacién que sugiere la

estricta necesidad de elucidar estas polémicas controversias.

Por otro lado, la matriz de nanotubos preparados sobre sustratos de Ti podria
utilizarse como nano-embalses para factores biologicos, farmacos o moléculas
osteoactivas, estos nano-embalses podrian ser beneficiosos para la formacién 6sea
[16, 23]. Ademas, estudios anteriores sugieren que los NTs podrian ser capaces de
controlar proteinas o la liberacion de antibiéticos en el orden de 17 horas [35]. Una
estrategia comun para permitir la elucion de drogas desde la superficie de un
implante, implica la aplicacion de un revestimiento de polimero cargado de drogas
[17]. Si bien, puede ser efectivo en la entrega de un medicamento durante varias
semanas, la degradacion de polimeros puede inducir una respuesta inflamatoria, la
activacion de los fagocitos y creciente proliferacién del masculo liso vascular, que
pueden llevar al fracaso del implante [17]. Motivo que sugiere o propone la
incorporacion de un revestimiento sobre los NTs para que sean utilizados como
nano-reservorios que permitan la liberacion de moléculas osteoactivas para

promover una osteointegracion mas efectiva.
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CAPITULO 2

Flavonoides: Historia, estructura, su papel en la naturaleza, asi

como sus multiples efectos benéficos sobre la salud humana.

“En la vida hay algo peor que el fracaso: el

no haber intentado nada”

-Franklin D. Roosvelt -
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2.1 Historia de los flavonoides

En otro contexto, se ha recibido considerable atencion en los flavonoides
derivados de las Epicatequinas debido a sus multiples efectos benéficos sobre la
salud humana [24]. Estos compuestos polifendlicos fueron descubiertos por uno de
los quimicos mas importantes del principio del siglo XX, Albert Szent-Gyoérgyi, quien
en 1930 aislé de la cascara del limon una sustancia, la citrina, que regulaba la
permeabilidad de los capilares. Estos extractos fendlicos interesaron a los
farmacologos cuando se describieron sus propiedades similares a las vitaminas. Por
tal motivo fueron denominados como vitamina P (permeabilidad). Sin embargo, por
no ser posible confirmar que estos fueran vitaminas, este nombramiento se dejoé de

emplear alrededor del afio 1950 [25].

2.2 Estructura de los Flavonoides

Los Flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten
una estructura comun, el difenilpirano (C6-C3-C6), presentando dos anillos fenilos
(A y B) ligados a través de un anillo heterociclico C de pirano (Figura 2.2 A) [25].
Los atomos de carbono en los anillos C y A se enumeran del 2 al 8, y los del anillo

B desde el 2 al 6 (Figura 2.2 B) [26].
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Figura 2.2 A) Estructura general de flavonoides. B) Numeracion de los atomos de

carbono C y A del 2 al 8, mientras que el B van del 2 al 6 [25, 26].

Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y

variaciones en el anillo C [26]. En funcidén de sus caracteristicas estructurales los

flavonoides se pueden clasificar en:

1. Flavanos, como la catequina, modelo de estudio en este trabajo, con un

grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

2. Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo

carbonilo en posicién 4 y un grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en

posicion 4 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

4. .Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero

ademas poseen un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.
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2.3 Flavonoides en la naturaleza

Estos flavonoides son sustancias antioxidantes naturales que se encuentran
en las plantas y son los principales constituyentes de hierbas, frutas, verduras,

cacao [51] o té verde [25, 27,49].

El te verde (Camellia sinensis), una de las bebidas mas popular a nivel
mundial, tiene la propiedad de ser antioxidante, cualidad que es proporcionada por
varios componentes polifendlicos, también llamados catequinas [28, 29,53]. Las
catequinas han demostrado poseer una potente actividad antioxidante varias veces
mayor que la de la vitamina C y la vitamina E [28]. Dentro de las principales
Catequinas del té verde se describen la Epigalocatequina galato (EGCG),

Epigalocatequina-3-galato y Epicatequina [27].

Hablando en especifico de la (-) —Epicatequina ((-) —Epi), modelo utilizado
en la elaboracion de este trabajo, se describe que forma parte de un grupo de
cuatro estereoisdmeros de flavanol que difieren en la configuracion de sus
carbonos 2 y 3 (carbonos quirales), basados en funcion de su estructura de
numeracion secuencial, (Figura 2.3), [29, 30]. Epi imita por completo los efectos de
flavanol que contiene alimentos como el cacao, [31, 50, 51] ya que ejerce una
influencia positiva en efectos metabdlicos de células cultivadas, modelos animales

y humanos [29,30].
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Figura 2.3 Estructura quimica del estereoisomero de flavanol (-)-epicatequina [29].

2.4 Los Flavonoides y sus multiples efectos en la salud humana

Los flavonoides poseen actividad antioxidante proporcionando una nueva
perspectiva en la prevencién y terapia de varias enfermedades. Entre las
enfermedades destacan la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer,
enfermedades cardiovasculares [48,51], cerebrovasculares [52],
neurodegenerativas [48], obesidad [51], y ayudan en la reduccién de la presion

sanguinea [51] y la diabetes [24, 27,49].

Diversos estudios realizados en animales, han demostrado que los
flavonoides derivados de Epicatequinas inhiben la incidencia de tumores
promoviendo la prevencion del cancer [24]. Reciente evidencia demostro, que los

flavonoides podrian aumentar la formacion de nédulos de hueso por osteoblastos,
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mejorar la osteogénesis en una célula madre mesénquimal de médula 6sea, e
inducir la muerte celular (apoptosis) de los osteoclastos in vitro [24]; por lo tanto,
ejercen efectos positivos sobre las células osteoblasticas, pueden inducir la
diferenciacion de los osteoblastos para el proceso de maduracion [28,32] y
sugieren ser un agente eficaz para inhibir o suprimir la inflamacion gingival y

periodontal.

Es de suma importancia determinar la concentracion adecuada de estos
polifenoles, ya que los flavonoides en concentraciones elevadas pueden ejercer
efectos negativos tanto in vitro como in vivo, mientras que a concentraciones bajas
podrian mejorar el efecto osteogénico de pre incubacién in vitro [28,32]. Informacién

gue sugiere la estricta necesidad de elucidar estas polémicas controversias.
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CAPITULO 3

Materiales y Métodos (Fase Experimental).

“Aquel que duda y no investiga, se torna no

sélo infeliz, sino también injusto”

- Pascal -
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3.1 Preparacion de los especimenes

En el préximo experimento se utilizaron discos de la aleacion Ti6AI4V, los
cuales fueron proporcionados por el Laboratorio de Corrosion y Materiales
Avanzados del Instituto de Ingenieria de la UABC, Mexicali. Los especimenes
consistieron en unos discos de 1.2 cm de diametro de Ti6Al4V, los cuales se
desbastaron mecanicamente comenzando por la superficie de un disco de Ti6AI4V
con una hoja de SiC # 100 siguiendo las indicaciones de la norma ASTM E3-11,

[33].

La norma establece que se debe empezar por desbastar el espécimen en
una sola direccién bajo un flujo de agua constante e iniciando con la hoja # 100.
Una vez que fueron observadas sobre la superficie lineas de pulido paralelas en
una sola direccion, los especimenes fueron rotados 180° y se reanudo el proceso
anterior utilizando hojas de SiC de # 100 hasta 2000, (Figura 3.1 A). Posteriormente,
se procedio a pulir con alimina de 0.30-uym y consecutivamente con alimina de

0.05-um hasta obtener un acabado a espejo, (Figura 3.1 B).

Finalmente, los especimenes fueron lavados en un bafo ultrasénico (Modelo
5800, Branson Ultrasonic Corporation, USA) con Etanol al 70% por 15 minutos y
posteriormente con agua desionizada por 15 minutos, dejandolos secar en
desecador a temperatura ambiente. Estos especimenes fueron usados como

sustratos control y descritos aqui como Ti6AI4V.
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Figura 3.1 A) Desbaste mecanico de especimenes de Ti6Al4V siguiendo las
indicaciones de la norma ASTM E3-11, B) Especimenes en acabado a espejo, sustratos

control descritos como Ti6AI4V.

3.2 Fabricacion de nanotubos de TiO2 en Ti6Al4V por oxidacion

anodica

A continuacion, el espécimen pulido fue colocado en el interior de una celda
electroquimica (Figura 3.2 A) y como electrolito fue adicionado NHsF 10 mg/L
(Sigma-Aldrich, USA) vy etilenglicol al 20%, los cuales fueron disueltos en agua
super-oxidada (SOW), Microdacyn 60 (Oculus Technologies, Guadalajara, JAL,

México) con pH 6.8 y con asistencia de una malla de platino como contra electrodo
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[18, 22]. Se aplico un potencial de 20 V por 10 minutos a temperatura ambiente para
fabricar sobre la superficie del disco nanotubos de TiO2 de 80 nm de diametro,

descritos aqui como NTs (Figura 3.2 B).

Finalmente, los especimenes fueron retirados, y sometidos a bafio
ultrasénico para eliminar residuos de fluoruro a 30 MHz por 10 minutos en agua

desionizada e inmediatamente transferidos a un desecador por 24 h.

Figura 3.2 A) Celda electroquimica, [22] B) Vista superior de los especimenes con

nanotubos de TiO,, descritos aqui como NTSs.
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3.3 Preparacion de las moléculas osteoactivas derivadas de los

flavonoides

En este procedimiento se utilizo el flavonoide Epicatequina ((-)- Epicatechin,
290% (HPLC), Sigma-Aldrich, USA,). A continuacién, en una Balanza analitica se
pesd 1 mg de epicatequina (Epi), el cual se prepard en un tubo Eppendorf de 1.5
mL en 1 mL de Etanol al 100 %, mezclando minuciosamente y que permitié la
resuspension de dicha solucion. Obteniendo una solucién de Epicatequina a una

concentracion de 1 mg/ mL.

Figura 3.3 A) Balanza Analitica (Ohaus Pioneer Analytical), B) Solucién de

flavonoides derivados de Epi a una concentracion de 1 mg/ mL.
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3.4 Deposicion de flavonoides derivados de Epicatequinas sobre

nanotubos de TiO2de Ti6Al4V

Posterior al procedimiento de preparacion de Epi, se inicio la deposicion en
especimenes con nanotubos de TiO2 dentro de cajas de 6 pozos (Corning,
Tewksbury MA, USA), descritos aqui como E+NTs. A continuacion, a un disco con
nanotubos de TiO2 se le depositaron 200 pl de la solucion de Epi, a una
concentracion de 1 mg/ mL. Posteriormente, se dej6 secar a temperatura ambiente
en desecador por un tiempo de 20 minutos aproximadamente. Después de ese
periodo de tiempo se colocaron 200 ul de la solucion de flavonoides y se dejaron
secar como el paso anterior. Este procedimiento fue repetido hasta colocar los 1000

pl. Esta técnica se realiz6 por triplicado, (Figura 3.4).
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Figura 3.4 Deposicién de Epi sobre nanotubos de TiO», descritos aqui como E+NTs.
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3.5 Pruebas de liberacion sostenida de flavonoides

Este procedimiento se realizé de la siguiente manera:

1. En continuidad los especimenes E+NTs depositados con 1 mg/mL fueron

colocados dentro de una caja de 6 pozos (Corning, Tewksbury MA, USA).

2. A cadaespécimen se le afladieron 200 ul de PBS y se dejaron en incubadora
con agitacion a una temperatura de 25°C, inmediatamente se tomaron 100
pl del PBS del espécimen, el cual se deposité en un pozo de una caja estéril

de poliestireno de 96 pozos (Corning, Tewksbury MA, USA).

3. El sustrato obtenido se guardo para realizar la lectura en espectrofotometro
con una absorbancia inicial de 278 nm (Longitud de onda de Epi), anotando

el valor de absorbancia obtenida por dicho aparato.

4. Colocarle al espécimen E+NTs 100 ul de PBS nuevo, dejar en incubadora
con agitacién durante 20 minutos por el lapso de tiempo de 4 h. Durante el

lapso de cada 20 minutos se realizan los pasos anteriores.

5. Posteriormente, al paso de las 4 h, las lecturas se realizaron cada hora hasta
completar un periodo de tiempo de 12 h, realizando los pasos anteriormente

descritos.

6. Este procedimiento se realizo por 12, 24,48y 72 h.
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3.6 Microscopia electronica de barrido de emision de campo (FE-

SEM)

La morfologia estructural de los especimenes con NTs y de los sustratos
control Ti6Al4V, fueron examinados por microscopia electronica de Barrido. Se
utilizé un FE-SEM (Tescan LYRA 3; Brno, Republica Checa), el cual se encuentra
localizado en el Instituto de Ingenieria UABC, para tomar las imagenes, aplicando

un voltaje de 15 kV para los andlisis.

3.7 Analisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos X

(EDS)

La composicion quimica de las superficies de los especimenes se analizé
utilizando el EDS que se encuentra conectado al FE-SEM, ubicado en el Instituto de
Ingenieria de la UABC. Cada una de las superficies se analizé en cinco zonas

diferentes, seleccionadas aleatoriamente por cuadriplicado.
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3.8 Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

El analisis topogréafico, asi como la rugosidad de superficie tanto para los
especimenes NTs y los sustratos Ti6Al4V, se efectud utilizando un AFM (Quesant
Q-Scope 350, AMBIOS, Agura Hills, Ca, USA), el cual se encuentra localizado en el
Instituto de Ingenieria de la UABC. El proceso se llevd acabo a temperatura
ambiente utilizando un compartimiento anti-acustico para prevenir ruidos los cuales
pudieran afectar el analisis. Se utilizd un escaner de 20-um equipado con una punta
de silicio de 10 nm de curvatura para todas las mediciones. Las imagenes se
obtuvieron operando en modo de contacto. Cada una de las superficies se analizd

en cinco zonas diferentes por cuadriplicado.

3.9 Evaluacién biologica

3.9.1 Cultivos celulares

Para la realizacion de este estudio, se utilizo como modelo celular para la
evaluacion de los materiales la linea celular osteoblastica MC3T3-E1, osteoblastos
de calvaria de raton (C57BL/6, Sigma-Aldrich, USA), las cuales se cultivaron sobre
las superficies experimentales utilizando Alpha Minimum Essential Medium Eagle

(aMEM; Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA), suplementado con suero
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bovino fetal (SBF; Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA) al 10% y con
1 % de penicilina-estreptomicina (Invitrogen, CA, USA). Las células se cultivaron en
cajas T-25 (Corning, Tewksbury MA, USA), con 4 mL de medio a 37°C, 5% COg,
hasta alcanzar aproximadamente un 80% de confluencia celular. EI medio se

cambié cada 3 dias por medio de cultivo suplementado nuevo.

Una vez alcanzada la confluencia, se expandieron los osteoblastos MC3T3-
El, se despegaron las células y se resembraron en tres cajas T-25 (Corning,

Tewksbury MA, USA), de acuerdo al siguiente procedimiento:

e Se retird el medio viejo de las células con ayuda de un pipeteador

automatico y una pipeta seroldgica.

e Se realizaron 2 lavados agregando 4 mL de PBS 1X pH 7.3 durante 5

minutos, posterior se retird el PBS con ayuda de pipeta serologica.

e Se adiciono de 1-2 mL de tripsina/EDTA 0.25 % (Gibco-Invitrogen,
USA) y se incub6 a 37°C durante 5 minutos para despegar las células

presentes en la caja.

e Con la ayuda de una pipeta seroldgica se agregaron 4 mL de medio

aMEM (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA), y se retir0

la solucion para transferirse a un tubo de fondo cénico de 15 mL.
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e Se centrifugo a 1200 rpm por 10 minutos a 4°C para formar un pellet

celular al fondo del tubo cénico.

e Con ayuda de un pipeteador automatico y una pipeta seroldgica se
retird el sobrenadante del tubo de fondo cénico, teniendo cuidado de
no tocar el pellet celular. Este pellet celular se resuspendié con 5 mL
de medio aMEM, suplementado con SBF al 10% y con 1 % de

penicilina-estreptomicina.

Posteriormente se sembraron 100,000 células/mL en cajas nuevas T-25
(Corning, Tewksbury MA, USA), con 4 mL de medio y se incubaron a 37°C, 5% COz,
hasta alcanzar aproximadamente un 80% de confluencia celular. EI medio se
cambié cada 3 dias utilizando medio de cultivo suplementado nuevo.

MK )|

\ %) A
VARRRIVERAAR

Figura 3.9.1 A) Pellet celular al fondo de tubo cénico, obtenido de un centrifugado
a 1200 rpm por 10 min a 4°C B) Células MC3T3 E-1 cultivadas en cajas T-25 (Corning,
Tewksbury MA, USA), con 4 mL de medio.
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3.9.2 Proliferacion celular

En este importante paso se colocaron los especimenes experimentales
E+NTs depositados con flavonoides, NTs y Ti6Al4V en el interior de una caja esteéril
de poliestireno de 12 pozos. A continuacion, se esterilizaron en UV por 30 minutos
cada cara del sustrato. Posteriormente se sembraron 1 X 10% células/mL sobre cada
uno de los especimenes y se dejaron incubar por los siguientes tiempos: 4 horas,
1, 3y 7, dias. Al cumplirse cada uno de los tiempos, se retiré el medio de cultivo, se
lavaron 1 vez con PBS, y se transfirieron los especimenes a analizarse a una caja
nueva de 12 pozos, se les colocaron 70 pl de medio fresco conteniendo MTT (5
mg/ml; Sigma-Aldrich, USA) al 10 %. A continuacion, se dejaron incubar a 37°C por
4 horas, al término de este tiempo se removié el medio y se adicion6 70 yl de DMSO
(Sigma-Aldrich, USA), los especimenes se dejaron incubar por 15 minutos a 37°C
en incubadora con agitacion para disolver los cristales de formazan que se
formaron. Finalmente, se transfirieron los 70 pl de la suspension obtenida de cada
espécimen a una caja de poliestireno de 96 pozos estéril y se realizé la lectura de
la suspensién a una absorbancia de 595 nm con la ayuda de un lector de ELISA (I-

Mark, Bio Rad). Este procedimiento se realizé tres veces por triplicado.
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3.9.3 Morfologia celular analizada por FE-SEM

En este procedimiento se colocaron un espécimen de E+NTs depositado con
Epi y uno de NTs, cada una de las superficies de estudio fueron previamente
esterilizadas en UV. Estas superficies fueron analizadas a 4 y 24 h de incubacion
en el interior de una caja estéril de 6 pozos con 15,000 células/mL sembradas sobre

la superficie del espécimen.

Al concluir los respectivos tiempos de incubacion, se prosiguio al lavado de
la superficie de los especimenes 3 veces con PBS 1x. Posteriormente, se fijaron
con glutaraldehido (Sigma-Aldrich, USA) al 5% w/v en PBS por 2 horas.
Nuevamente fueron lavados 3 veces con PBS y se fijaron de nuevo con
glutaraldehido por 1 hora. A continuacion, se deshidrataron las superficies de cada
espécimen con soluciones seriadas de etanol (50, 70, 80, 90 y 100%) durante 15

minutos cada uno. Se dejaron secar a temperatura ambiente.

Figura 3.9.3 Especimenes E+NTs y NTs con osteoblastos incubados a 24 h fijados

con glutaraldehido para evaluar morfologia celular por FE-SEM.
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4.1 Analisis estadistico

Con el objetivo de analizar los cambios significativos para cada uno de los
experimentos propuestos se analizaron estadisticamente como se describe a
continuacion. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron 3
veces. Los datos numéricos se evaluaron utilizando el programa estadistico
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., USA). Las graficas muestran las barras

de error + la desviacion estandar asociada a los valores N.

La relevancia de los datos se evaluo, utilizando una prueba Un-paired
Student’s t-test (analisis para muestras emparejadas), y/o el método ONE WAY
ANOVA o TWO WAY ANOVA (andlisis de varianza de una o dos vias) y la
comparacion entre medias se realizé utilizando la prueba de Tukey en funcion del

tipo de datos. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor P<0.05.
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CAPITULO 4

Andlisis de resultados y discusion de la metodologia utilizada.

“El hombre nunca sabe de lo que es capaz

hasta que lo intenta”

- Charles Dickens -
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4.2 Resultados

La Figura 4.2.1 muestra la caracterizacion morfolégica estructural de una
superficie de Ti6Al4V sin anodizar utilizada como sustrato control de referencia en

los materiales utilizados en la elaboracion de esta tesis, descrita aqui como Ti6Al4V.

Figura 4.2.1 A) llustra la superficie plana de Ti6Al4V, observandose a alta

amplificacion, B) Ti6Al4V liso, observandose a bajo amplificacion.

La Figura 4.2.2 muestra la caracterizacion fisicoquimica de la superficie de
los materiales experimentales, descritos en esta tesis como NTs. Sucesivo al
proceso de Oxidacién Anddica, se convalida la formacion de una capa gruesa,
espesa y altamente ordenada formada sobre toda la superficie de los especimenes

de Ti6Al4V, conllevando a la presencia de NTs homogéneos, alineados y
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distribuidos de manera uniforme sobre toda la superficie del sustrato, como se
muestra en los analisis FE-SEM (Figura 4.2.2). Por otra parte, la capa
nanoestructurada se estimé que cuenta con una longitud de 400 nm (vista seccion
transversal) y con un diametro de tubo total de 80 nm (vista superior), el cual cumple

con las condiciones establecidas por los objetivos de este estudio.

Figura 4.2.2 Micrografia de FE-SEM que muestra la caracterizacion fisicoquimica
de la superficie de los materiales experimentales, descritos aqui como NTs. A) Vista
superior de NTs homogéneos, B) Corte transversal de Nts. Las imagenes de TiO, muestran

NTs altamente ordenados [22].

El andlisis topografico asi como la rugosidad de superficie para los
especimenes NTs y los controles, se efectud utilizando AFM, Figura 4.2.3. La
superficie de Ti6Al4V sin modificar es decir, sin anodizar muestra una superficie
plana y lisa como se presenta en los andlisis microscépicos (Figura 4.2.3 A) en

comparacioén con las superficies de los NTs. La caracterizacion de AFM soporta en
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conjunto con FE-SEM la formacion de NTs, (Figura 4.2.3 B) que se observan por la
presencia de nanoporos ordenados, alineados, homogéneos y la rugosidad de la
superficie significativamente incrementada (Figura 4.2.3 C), brindando evidencia de
las caracteristicas tubulares de los NTs apoyando las imagenes observadas en el

FE-SEM.

50+ NTs

*TIBAI4V

Figura 4.2.3 Micrografias de AFM que muestran la caracterizacion fisicoquimica de
la superficie de los materiales experimentales. A) Espécimen control de Ti6Al4V, B)
Muestra la topografia de NTs sobre la superficie del material experimental. C) Evaluacion
cuantitativa de la rugosidad de superficie, * representa diferencias significativas entre los

NTs desinfectados con SOW y el sustrato Ti6AI4V [21, 22].
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Por otra parte se realizaron analisis de EDS, para examinar la composicion
guimica de la superficie de los especimenes, donde se expone un resumen de la
composicion elemental (Tabla 1). Se pudo observar fuertemente el aumento de los
valores de oxigeno y de flior (20.32 %, y 2.91 %, respectivamente), después de
utilizar Agua super-oxidada (SOW) como medio acuoso para el procedimiento de
Oxidacion Anddica (Tabla 1), promoviendo la formacion de una capa de 6xido mas
grande y mas rugosa. Ademas, el material E+NTs mostré un gran incremento en los
porcentajes de Cy niveles similares de O en comparacion con las muestras de NTSs,

lo que sugiere que el depdsito de Epi se logro sobre las muestras experimentales.

EDS
Sustratos Composicion Elemental (%)
C Vv Al Ti o F
Ti6Al4V 3.58 4.11 6.26 86.05 - -
NTs 1.61 3 4.06 68.10 20.32 2.91
E+NTs 30.88 - 2.65 38.33 25.24 -

Tabla 1. Analisis EDS de la composicion quimica de las superficies experimentales.
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Por contraste la humectabilidad de la aleacibn se vio notablemente
incrementada por la Oxidacién Anddica y la desinfeccion que brindo el agua super-
oxidada en comparacion con la superficie no modificada y no desinfectada (Figura

4.2.4).

s TiBAI4V

100+
80+
60+
40+

mc—
NTs
0

Figura 4.2.4 Humectabilidad de los especimenes experimentales NTs y Ti6AI4V.

Contact angle (°)

Con el objetivo de evidenciar la deposicién de un recubrimiento organico tal
como es el flavonoide Epi, se realizé un analisis de Espectroscopia de infrarrojo (IR)
para la muestra NTs y E+NTs. En la Figura 4.2.5 la grafica muestra un espectro en
modo de transmitancia. En el espécimen E+NTs (linea de color negra), se observa
claramente que el material NTs no genera ningun tipo de estiramiento o vibracién
dentro de la regién de 3500-1000 cm?. Informacién que sugiere principalmente la
ausencia de compuesto organico. Ademas, se puede observar un importante pico

en la region de 600 cm™, lo que se relaciona con vibraciones Ti-O provenientes de
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la muestra anodizada. Por otra parte, el material E+NTs muestra la clara presencia
de un pico en la regién de 3300 cm?, asignado como un estiramiento O-H de los
alcoholes pertenecientes al flavonoide. También, se detecté claramente un pico
desplazado a 1650 cm indicando un estiramiento R-O-R de un tetrahidropirano
conjugado (lo cual se relaciona estrechamente con la molécula de Epi) y los picos
a 1200 cm? indicando estiramientos vibracionales C-O. Es importante resaltar que
el pico perteneciente a Ti-O se vio enmascarado por la presencia de Epi en el

sustrato de NTs, lo que evidencia la presencia del flavonoide en el materia E+NTSs.
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Figura 4.2.5 Espectro de los materiales experimentales NTs y E+NTs.
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Por otra parte, con el objetivo de analizar y evaluar la liberacion de Epi
cargada en los NTs, en la Figura 4.2.6 se muestra en la grafica el comportamiento
de Epi con base a la Curva de liberacién acumulada en funcién al tiempo, donde se
dio una rapida liberacion inicial, seguida de un periodo mas lento y con un
comportamiento constante. Se liberd cerca del 10% de Epi en las primeras 3 horas,
alcanzandose alrededor del 20% de liberacion posterior a las 11 h de efectuado el
ensayo. Después de 72 h, se logr6 detectar una liberacibn acumulada de
aproximadamente el 25%, lo que sugiere que la liberacion de Epi podria continuar
por periodos mas extensos, lo cual podria ser benéfico para promover el proceso
de osteointegracion. Con base a estudios de dosis-respuesta en osteoblastos se
decidié continuar trabajando con una concentracién estandar de 30 pug/mL para
cultivos celulares.

400 ;
—e— Epi
300 +

200 +

100

Liberacion acumulada (ng / mL)

0 <

Tiempo (h)

Figura 4.2.6 Curva de liberacion sostenida de Epi a 72 h sobre los sustratos NTs, a
una concentracion inicial de 1 mg/mL. Los datos son las medias de tres experimentos

independientes por triplicado, N=3 / P<0.05 denotando diferencias entre las medias
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estadisticamente significativas. * Indica la rapida liberacion a las primeras horas, ** Indica
la liberacion continua, # Indica el valor maximo de respuesta de la liberacién sostenida de

Epi.

Terminando con la caracterizacion fisica de los materiales experimentales,
se procedié con la evaluacion biologica, utilizando osteoblastos (Figura 4.2.7 A). Se

realizaron las siembras con 4 mL de medio (Figura 4.2.7 D, E y F). El medio se

cambié cada 3 dias por medio de cultivo suplementado nuevo.

Figura 4.2.7 A) Linea celular MC3T3-E1, osteoblastos de calvaria de ratén. B)
Centrifugado a 1200 rpm por 10 min a 4°C. C) Siembra de células en cajas T-25 (Corning),
con 4 mL de medio. D) Poca proliferaciéon de osteoblastos a 1 dia de incubacién. E)
Osteoblastos sub-confluentes en pasaje 1. F) Pasaje 1 de osteoblastos confluentes,

presentando la formacién de una monocapa.
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Finalizados los cultivos para expandir las células, se sembraron sobre las
superficie experimentales 1 X 10* células/mL sobre cada uno de los especimenes y
se dejaron incubar por los siguientes tiempos: 4 horas, 1, 3y 7, dias, Figura 4.2.8.
Inmediatamente al ser depositadas las células y agregado el medio correspondiente
(70 pL), se observdé un cambio de coloracion en el medio de cultivo de los
especimenes E+NTs, de una coloracion rosada a un color amarillo ambar como se
muestra en la Figura 4.2.8 A, sugiriendo que existe una interaccion entre la Epi y el

medio completo con los osteoblastos sembrados.

Cumpliéndose el tiempo de incubacién correspondiente, se prosiguioé con el
ensayo de MTT descrito en la metodologia de esta tesis, con el cual se evaluo la
biocompatibilidad, supervivencia y proliferacion osteoblastica sobre los
especimenes E+NTs, NTs y Ti6Al4V, el cual se muestra en la Figura 4.2.8 B,
observandose una coloracion azul-violeta (formazan) sobre la superficie de los
especimenes, convalidando la actividad mitocondrial de las células tratadas, por lo
tanto la cantidad de formazan producido y presente sobre los especimenes es

proporcional a la viabilidad y presencia de células osteoblasticas.

La Figura 4.2.9 demuestra graficamente la diferencia entre la tasa de células
vivas sobre la superficie de cada sustrato evaluado a los diferentes tiempos. Se
detectd una mayor cantidad de células vivas las superficies E+NTs con respecto a

los NTs y el sustrato control Ti6AI4V sin tratamiento.
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NTs= Fi6AI4V

Figura 4.2.8 A) Caja de 12 pocillos con especimenes E+NTs, NTs y Ti6Al4V con
células MC3T3-E1 incubadas en los tiempos 4 horas, 1, 3,7 dias. B) Especimenes E+NTSs,
NTs y Ti6Al4V con DMSO para disolver los cristales de formazan que se formaron posterior

alas 4 h que se dejo incubar el MTT.
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Figura 4.2.9 Se muestra el comportamiento celular de osteoblastos incubados a 4
h, 24 h, 3y 7 dias respectivamente. Denotando un incremento en la adhesién y proliferacion
en los especimenes NTs cargados con Epi (E+NTs) en comparacion con NTs y Ti6Al4V,
n= 3, * P<0.05 representa altas diferencias estadisticamente significativas en comparacion
con el crecimiento en NTs y Ti6Al4V después de 4 h de cultivo, ** P<0.05 representa altas
diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el crecimiento en NTs y
Ti6AI4V después de 24 h de cultivo , # P<0.05 representa altas diferencias significativas en
comparacion con el crecimiento en NTs y Ti6Al4V después de 3 dias de cultivo, no
significancia (ns) en comparacién con el crecimiento en NTs y Ti6Al4V después de 7 dias

de incubacion.

68



Por otra parte, se realizaron analisis de FE-SEM para estudiar la morfologia
celular sobre los sustratos de estudio. La Figura 4.2.10 muestra altas
magnificaciones de las zonas de adhesion de los osteoblastos a dos tiempos de
incubacion a 4 y 24 h respectivamente. A las 4 h de incubacion en los sustratos
E+NTs se observa una célula mas redondeada y de un tamafio mas grande, con
una morfologia bien definida, una Matriz extracelular (EMC) mas densa. Se
detectaron prolongaciones citoplasméaticas muy delgadas de los osteoblastos
llamadas hendiduras o nexos que denotan la unidn con otras células osteoblasticas.
Se observo la presencia de filopodios de forma fibrilar, lo que convalida una fuerte
adhesion celular (Figura 4.2.10 A), comparado con lo que se ilustra en la superficie
de NTs sin tratamiento de Epi, donde se observa una célula mas alargada, con

menores pliegues, una ECM mas traslucida con filopodios delgados y traslucidos

(Figura 4.2.10 B).

A las 24 h de incubacion se puede observar una célula osteoblastica con
prolongaciones citoplasmaticas mas densas que mantienen a las células unidas
entre si, se denota una EMC més densa, filopodios protuberantes, alineados
anclandose eficientemente promoviendo la proliferacion y adhesién de la monocapa
(Figura 4.2.10 C), comparado con la superficie de NTs sin Epi donde se muestra
una célula de forma cubica mas alargada sin presencia de pliegues relacionados a
EMC o filopodios por lo tanto denotan una pobre EMC (Figura 4.2.10 D) con

respecto a la superficie cargada con Epi (E+NTS).
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SEM HV: 5.0 kV Det: SE e LYRA3 TESCAN| SEM HV: 5.0 kv Det: SE i LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 3.00 kx WD: 9.00 mm 20 pm SEM MAG: 3.00 kx WD: 9.00 mm 20 pm
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

D

SEM HV: 5.0 kv Det: SE Ll LYRA3 TESCAN SEM HV: 5.0 kV Det: SE L LYRA3 TESCAN

SEM MAG: 3.00 kx WD: 9.00 mm 20 ym SEM MAG: 3.00 kx WD: 9.00 mm 20 ym
Instituto de Ingenieria UABC Instituto de Ingenieria UABC

Figura 4.2.10 Micrografias de SEM a alta magnificacion de osteoblastos (MC3T3-
E1) incubados sobre los sustratos con tratamiento de Epi (E+NTs) vs NTs sin tratamiento a
4y 24 h. A) Crecimiento a 4 h sobre la superficie de E+NTs. B) NTs a 4 h de incubacion.
C) E+NTs a 24 h de incubacion. D) Crecimiento de NTs a 24 h. Las flechas anaranjadas
indican la presencia de filopodios fibrilares (A y C) y su fuerte anclaje celular, (B y D)
filopodios delgados y traslucidos. La flecha amarilla indica una prolongacién citoplasmatica
delgada (A) y mas densa (C). La linea azul demuestra la monocapa celular més densa y
definida (A y C), mientras que para (B y D) es mas traslucida. El circulo rojo indica una EMC

mas densa.
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La Figura 4.2.11 muestra bajas magnificaciones de las zonas de adhesion de
los osteoblastos a 4 y 24 h de incubacion. A las 4 h de incubacion en los sustratos
E+NTs se observan células méas redondeadas, con una EMC mas densa, se
detectan prolongaciones citoplasmaticas hendiduras o nexos permitiendo la unién
con otras células esto convalida la proliferacion celular (Figura 4.2.11 A), en
comparacion con lo que se observa en la superficie de los sustratos NTs, donde se
ilustra células cubicas mas alargada, sin presencia de prolongaciones

citoplasmaticas nexos, denotando una pobre EMC (Figura 4.11 B).

A las 24 h de incubacion se observan células osteoblasticas redondeadas,
con abundantes prolongaciones citoplasmaticas manteniendo y promoviendo a la
union celular, una EMC densa, favoreciendo una proliferacion y adhesion celular
méas homogénea (Figura 4.2.11 C). Mientras tanto en la Figura 4.2.11 D se ilustran
células osteoblasticas alargadas y en algunas zonas filopodios mas traslucidos y

delgados.
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Figura 4.2.11 Micrografias de SEM a bajas magnificaciones de osteoblastos
(MC3T3-E1) incubados sobre los sustratos con tratamiento de Epi (E+NTs) vs NTs sin
tratamiento a 4 y 24 h. A) Crecimiento a 4 h sobre la superficie de E+NTs. B) NTs a 4 h de
incubacion. C) E+NTs a 24 h de incubacion. D) Crecimiento de NTs a 24 h. Las flechas
verdes indican presencia de filopodios fibrilares y su fuerte anclaje celular. Los circulos
anaranjados indican células mas redondeadas con una EMC mas densa. Los circulos rojos
denotan uniones citoplasmaticas delgadas, filopodios delgados y traslucidos y células mas

alargadas.
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4.3 Discusion

Para el éxito del implante ortopédico o dental, es necesario que el material
cuente con propiedades fisicoquimicas y biolégicas benéficas para el paciente al
que le sera implantado. Unas de estas caracteristicas o requerimientos son la baja
elasticidad, baja densidad, excelente resistencia a la corrosion, resistencia
mecénica, estabilidad quimica, la alta biocompatibilidad, asi como su exitosa
integracion en relacioén al hueso adyacente, es decir la osteointegracion [11]. Este
proceso de osteointegracién involucra la adhesién, proliferacion, secrecion de
proteinas de la EMC y mineralizacion sobre la superficie de los materiales, hablando
en particular de la aleacion Ti6Al4V [36, 37]. En términos de efectos
nanotopograficos sobre el comportamiento de los osteoblastos (células 6seas), se
ha demostrado que el 6xido de titanio (TiOz2), con diferentes nanoestructuras exhibe
efectos mejorados sobre las tasas de crecimiento y la capacidad de formacién 6sea

[36, 38, 41].

Por lo tanto, este estudio se enfoco en caracterizar un material que cumpla
con las expectativas ideales de biocompatibilidad, asi como las propiedades
osteogénicas para optimizar la osteointegracion las cuales son la adhesion,
proliferacion, morfologia y topografia celular, asi como el efecto que incita la

superficie de nanotubos de TiO2 cargados con epicatequina (E+NTs) versus los
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nanotubos de TiOz2 (NTs) en las células precursoras de hueso, es decir los
osteoblastos. Las células osteoblasticas son células 6seas que desempefian un
papel importante en la osteointegracion, el enlace fisico y quimico directo en la

interfaz implante-hueso [38].

Las superficies de estudio empleadas para la elaboracion de este trabajo
(Figura 4.2.1), muestran una morfologia estructural de las superficies de Ti6Al4V sin
anodizar utilizados como sustrato control en esta tesis, vistas a gran aumento
(Figura 4.2.1 A) y a bajo aumento (Figura 4.2.1 B) denotando superficies lisas en
contraste con la Figura 4.2.2 en la cual se presentan micrografias de SEM donde
se ilustran nanotubos de TiO2 de 80 nm de diametro, alineados en forma vertical,
homogéneos, altamente ordenados, distribuidos sobre toda la superficie del material
Ti6Al4V formando una capa, descritos en esta tesis como NTs (Figura 4.2.3 A, By
C). Las micrografias de AFM avalaron las nanoestructuras donde se muestran
nanoporos ordenados, alineados, homogéneos y la rugosidad de la superficie
significativamente incrementada, (Figura 4.2.4) brindando caracteristicas tubulares

de los NTs, concordando con lo reportado en [17, 21, 22].

Se realiz6 un andlisis EDS para cada uno de los materiales de estudio, en la
Tabla 1 se encuentran los porcentajes con sus diferencias para los elementos
presentes en los especimenes analizados. Se puede observar que la quimica para
cada uno de los especimenes es similar, a excepcién del oxigeno cuyo valor se
incrementd a 20.32 % para los nanotubos de TiO2 (NTs) y a 25.24 % en los sustratos
cargados con Epi (E+NTs). Este efecto se puede explicar en parte debido al

procedimiento de oxidacion anddica el cual foment6 a la formacion de una capa mas
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densa y rugosa de éxido sobre la superficie de los sustratos, debido al paso de
corriente en un medio electrolitico que promueve a la oxidacibn homogénea y
controlada de la capa méas externa de oxido de Ti principalmente. Por otro lado, la
presencia de Epi en los NTs pudo proporcionar mayor concentracion de oxigeno
para ser detectado durante los estudios de EDS. También, se encontré en los NTs
la presencia de fldor con un 2.91 %, la cual se atribuye a restos del electrolito
utilizado en el procedimiento de oxidacién anddica, datos que coinciden con la
literatura revisada [17, 18, 21]. Por otra parte, la humectabilidad de las superficies
entre NTs y Ti6Al4V se vio notablemente diferente, presentando un importante
incremento para los NTs, debido a la oxidacion anddica y como medio acuoso
utilizado agua super-oxidada (SOW). Esta condicién podria explicarse en parte por
el reducido porcentaje de carbono en NTs (1.61 %) versus el sustrato control
Ti6Al4V (3.58%), Tabla 1. La superficie nanoestructurada estuvo en contacto directo
con SOW, proceso que puede potenciar la limpieza, desinfeccion y la

humectabilidad del material [21].

En la Figura 4.2.6 se puede observar en la curva de liberacién acumulativa,
qgue los sustratos NTs pueden ser potencial material para soportar un producto
natural como es el flavonoide Epi, porque se evidencia como el material es capaz
de controlar la liberacién de Epi depositada en nanotubos de TiO2. El perfil indica
gue en un periodo de 72 h, Epi se libera controladamente, datos que validan que
Epi puede seguir liberAndose por periodos prolongados cargada y/o depositada
sobre la superficie de los sustratos NTs (Figura 4.2.8 A), corroborando lo descrito

para otro tipo de sustancias en la literatura (16, 23).
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Posterior a la caracterizacion fisica de los materiales experimentales, se
procedié con la evaluacion biologica, utilizando la linea osteoblastica MC3T3-E1
(Figura 4.2.7 A). Desde el punto de vista de biocompatibilidad, supervivencia y
proliferacion osteoblastica en los implantes tanto dentales como ortopédicos, es
necesario poseer una respuesta positiva y activa de osteoblastos a los materiales
implantados. Por lo tanto, se evalud la actividad osteoblastica a través de la
viabilidad y accion mitocondrial utilizando el método de MTT como se describié. Se
aprecio fuertemente mayor actividad celular inducida por la superficie E+NTs en
comparacion con todas las demas, sugiriendo que el depésito de Epi y la velocidad
en la que se libera de los NTs, estimula la viabilidad osteoblastica in vitro. Es
invaluable destacar que uno de los parametros mas importantes para el éxito de un
implante 6seo es la velocidad de crecimiento de hueso nuevo sobre un implante,
principalmente a través de la proliferacion de osteoblastos activos y viables. Esta
informacion se puede ver traducida en este estudio ya que durante todos los tiempos
de evaluaciéon de crecimiento osteoblastico (4h, 1, 3 y 7 dias) se observd que el
modelo E+NTs promovio la actividad celular, seguido de las nanoestructuras y de
forma reducida pero presente y mas lenta en Ti6Al4V plano y liso. Este
comportamiento se debe probablemente a que los nanotubos de TiO2 cargados con
Epi promueven la formacion y anclaje de EMC, lo cual facilita la rapida proliferacion
y es sustancial debido a que se requiere de una rapida osteointegracion para lograr
el éxito de los implantes tanto dentales como ortopédicos. Ademas, se ha reportado

gue diversos derivados de catequinas como epigalocatequina-3-galato pueden
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inducir la mineralizacion y proliferacion de células éseas derivadas de hueso
alveolar humano (hABCs), a través de la estimulacién de la via candnica Wnt-3a, la
via Akt-PI3k [46, 47,54, 55] y la activacion de algunos derivados de las familias de
las proteinas morfogenéticas Oseas [27, 45,55]. Sin embargo, parte de los
resultados de viabilidad entran en controversia con lo reportado en la literatura [15],
donde indican que los diametros de NTs pequefios (30 nm) promueven un mayor
grado de adherencia de osteoblastos de la linea celular osteoblastica MC3T3-E1,
mientras que los NTs de mayor didmetro (70-100 nm) provocan o estimulan una
menor poblacién de células con morfologia celular extremadamente larga y con mas
altos niveles de fosfatasa alcalina, quiza la diferencia radique en que estos autores
trataron térmicamente las superficie de los sustratos a 500°C durante 2 h con el fin
de cristalizar los nanotubos de TiO2 fabricados en una estructura de anatasa, la cual
pudo resultar en comportamientos significativamente diferentes con los aqui

reportados. Por lo tanto, se recomiendan estudios para elucidar estas diferencias.

Por otra parte, se realizaron analisis de FE-SEM para estudiar la morfologia
celular sobre los sustratos en estudio. La Figura 4.2.10 se muestra las altas
magnificaciones de las zonas de adhesion de osteoblastos incubados sobre las
superficies a 4 y 24 h. A las 4 h de incubacion en los sustratos E+NTs se puede
observar una célula mas redondeada, de tamafio mas grade, con su morfologia bien
definida donde se denota con una EMC densa y nexos delgados y largos
permitiendo la unién célula-célula, estas modificaciones citoldégicas producen un
osteoblasto diferenciado el cual secreta los colagenos (tipo 1), sialoproteinas 6seas,

la osteocalcina lo que sugiere la presencia de los componentes de la matriz ésea.
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Nuestros datos estan en concordancia con lo reportado en la literatura [42, 43],
asimismo se observaron filopodios fibrilares mostrando la adhesion celular sobre la
superficie del sustrato E+NTs (Figura 4.2.10 A) [37], en comparacion con lo que se
ilustra en NTs sin tratamiento de Epi (Figura 4.2.10 B). A las 24 h en los sustratos
cargados con Epi (E+NTSs), se observé lo anteriormente mencionado agregando la
presencia de unos filopodios méas protuberantes, densos, alineados anclandose
eficientemente fomentando la adhesion y proliferacién de la monocapa (Figura
4.2.10 C), en comparacion con lo ilustrado en los sustratos NTs sin tratamiento
(Figura 4.2.10 D). La Figura 4.2.11 muestra las micrografias a bajas magnificaciones
de las zonas de adhesion en los nanotubos cargados con Epi (E+NTs), donde se
encontré6 un numero superior de pliegues celulares, evidentes interconexiones
célula-célula y la extension de una capa celular proliferante en la superficie (Figura
4211 A y C), mientras que en los sustratos NTs se observaron menos
interconexiones célula-célula, una EMC menos densa y una menor tasa de
proliferacion celular (Figura 4.2.11 B y D). Ademés, en parte refuerza a los
resultados observados por MTT a 4h, indicando un mayor niumero de células en
E+NTs que en NTs. Otro beneficio que se observoé es que en los sustratos cargados
con Epi, la produccion de EMC es altamente estimulada alusion sefialada por los
andlisis de SEM y convalidada con los analisis de AFM, mostrando diferencias en
la topografia indiscutibles sobre los sustratos E+NTs, reforzando los datos

encontrados en los analisis de SEM.
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Estos datos obtenidos fueron de suma importancia para dar hincapié a
determinar la concentracion adecuada de estos flavonoides (Epicatequina) ya que
se describe en la literatura consultada que en concentraciones elevadas puede
perder su efecto tanto in vitro como in vivo, mientras que a concentraciones bajas
podrian mejorar el efecto osteogénico in vitro [28,32]. En este estudio se utilizé una
concentracion estandar de Epi de 30 pg/mL dando resultados osteogénicos

favorables y benéficos en analisis in vitro.
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CAPITULO 5

Conclusion, Recomendaciones.

‘Después de escalar una montafia muy alta,
descubrimos que hay muchas otras

montafias por escalar’

- Nelson Mandela -
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5.1 Conclusion

En este trabajo de investigacion, se evaluaron los efectos de la liberacion
sostenida de Epi depositada sobre sustratos con nanotubos de TiOz2, con el fin de
elucidar el papel de la topografia nanoestructurada conjugada con un producto

natural en la fisiologia celular.

La topografia de la superficie juega un papel importante e influye en la

promocion de viabilidad celular.

La viabilidad celular en superficies nanoestructuradas de aleaciones de
titanio se ve sinergizada por la presencia de EPI incrementando ademas la

biocompatibilidad a implantes para aplicaciones ortopédicas y dentales.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda la cimentacion de estrategias experimentales para realizar
futuros trabajos in vivo, con la finalidad de evaluar profundamente el
comportamiento y biocompatibilidad de Epi en la regeneracion y biologia tisular. En
estos estudios preliminares, sugieren que el uso de NTs cargados con 30 pug/mL de
Epi prometen potenciar la regeneracion 6sea favoreciendo a la osteointegracion del
tejido adyacente al implante y promoviendo la cicatrizacién (sanado) en menor

tiempo.

A lo largo de la elaboracién de esta tesis, se hizo énfasis en la necesidad de
dar continuidad con los estudios sobre este tema, a fin de complementar los
resultados con la implementacion de otras técnicas, analisis, procedimientos y
métodos, que lleven a resultados a fortalecer y elucidar nuevas vias de sefalizacion

involucradas en el benéfico proceso de regeneracion dsea atestiguado aqui.
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We have provided evidence that the beneficial effect of super-oxidized water (SOW) disinfected Ti6AI4V-TiO,
nanotubes (NTs) can reduce bacterial adhesion and biofilm formation. However, the need of antifungal
nanostructured surfaces with osteoactive capabilities is an important goal that has been arising for dental
implants (DI) applications. Thus, in the present study we isolated and tested the effects of Candida albicans
(C. albicans) on disinfected, wetter and nanoroughness NTs compared to a non-modified control. Moreover,
we elucidated part of the fungal adhesion mechanism by studying and relating the mycotic adhesion kinetics
and the formation of fungal nanoadhesion bonds among the experimental materials, to gain new insight of the
fungal-material-interface. Similarly, the initial behavior of human alveolar bone osteoblasts (HAOb) was micro-
scopically evaluated. NTs significantly reduced the yeasts adhesion and viability with non-outcomes of biofilm
than the non-modified surface. Cross-sectioning of the fungal cells revealed promoted nano-contact bonds
with superior fungal spread on the control alloy interface; meanwhile NTs evidenced decreased tendency
along time; suggesting, down-regulation by the nanostructured morphology and the SOW treatment. Important-
ly, the initial performance of HAOb demonstrated strikingly promoted anchorage with effects of filopodia forma-
tion and increased vital cell on NTs with SOW. The present study proposes SOW treatment as an active protocol
for synthesis and disinfection of NTs with potent antifungal capability, acting in part by the reduction of nano-
adhesion bonds at the surface-fungal interface; opening up a novel route for the investigation of mycotic-
adhesion processes at the nanoscale for bone implants applications.
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1. Introduction

Oral candidiasis (OC) is the most common and dangerous fungal in-
fection among the oral cavity. This disease has high incidence in diabet-
ic, cancer, malnourished, advanced aged, renal, oral-prosthetic and
immunosuppressed patients [1,2]. If is not correctly managed, it could
trigger a systemic mycosis (i.e. dermatologic complications) [2] which
in turn can also improve the resistance to antifungals, malignant chang-
es (e.g. hyperplastic candidiasis) or in worst case the patient's death [3].
These manifestations mainly start by an uncontrolled colonization of C.
albicans, the main specie present in the mouth [4]. On the other hand,
Titanium (Ti) and Ti-based alloys are the principal options selected for
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DI manufacturing and for the clinical treatment of edentulous patients.
Unfortunately, C. albicans is commonly isolated from peri-implantitis le-
sions (which lead to DI loosening) [5], suggesting to play an important
role in DI failures; possibly by the virulence gained by its rapid coloniza-
tion on the implant surface; and/or by synergistically interacting with
other bacteria such as Staphylococcus aureus (S. aureus) resulting in a
polymicrobial biofilm [6,7]. Moreover, a prerequisite for the initial
material-bacteria interactions may involve the formation of close-
contact adhesion bonds at the nanoscale between the biofilm and the
rough implant surface [8,9], information that suggests the need for ana-
lytic studies characterizing those phenomena.

SOW, is an electrolyzed water that has been widely used for the dis-
infection of an extensive variety of medical instruments and as a root
canal irrigant for endodontic procedures [10], due to its potent antibac-
terial effect possibly by the action of its oxidizing radicals (i.e.
hypochlorous species and chlorine molecules) [11]. Recently, we ex-
plored the antibacterial efficacy of anodized NTs synthesized and
disinfected by exploiting the use of SOW against S. aureus, which
showed striking significant reduced bacterial adhesion and biofilm
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formation without altering the osteoblasts behavior [12]. Moreover, the
use of NTs have shown improved osteogenic activity on a wide variety
of dental implants alloys; nonetheless, the presence of different NTs ar-
rays and/or diameters can outset a promoted bacterial activity [13-15].
Thus, taking into account the above mentioned information, and the
need of antifungal surfaces for DI applications; we hypothesized that a
Ti6Al4V dental alloy with NTs synthesized and disinfected by SOW
will promote antifungal capability (which is completely different to
the antibacterial actions) to the NTs; in part via reduction of nano-
adhesion bonds (a rigorous prerequisite for bacterial/fungal adhesion
and biofilm formation) at the fungal-material interface (which has
never been described); without affecting the osteoblast adhesion and
viability, which in turn will generate a novel, easy and economic strate-
gy for dental implants cleaning and disinfection.

The objective of the present in vitro study was to test for the first
time the anti-fungal activity of NTs synthesized and cleaned by SOW;
extending our previous report regarding the antibacterial capability of
NTs with SOW, and realize a postulate for the role of nano-bonds be-
tween C. albicans and disinfected NTs (exploiting the FIB's technology
asanovel tool) as a part of a possible mechanism involved in the disrup-
tion of C. albicans adhesion and strongly required for DI success. This is
the first study focusing on the antifungal capability of Ti6AI4V-NTs (of
importance for DI applications) instead of only bactericidal activity.
Moreover, we were interested in to test the initial HAOb (a proper
model of oral osteoblasts) behavior of our disinfected nanostructured
materials for DI applications.

2. Materials and methods
2.1. Synthesis and disinfection of NTs

The fabrication and cleaning of NTs was carried out as previously
described with slight modifications [12]. Flat disks of Ti6AI4V (ASTM
F-136; Supra Alloys Inc., Camarillo, CA, USA) with 150 mm diameter
and 5 mm thickness were mirror finished by means of SiC emery
paper (100 to 2000 grift) and 1-pm alumina. Next, the samples were
mounted on a special flat 125 mL cell and anodized using Microdacyn
60® super-oxidized water (Oculus Technologies, Guadalajara, JAL,
Mexico) at pH 6.8, containing 10 mg/L of NH4F (Sigma-Aldrich, USA)
and 100 mg/L NaCl (Sigma-Aldrich, USA). Afterwards, a potential of
20 V was applied using a DC power supply for 5 min with a platinum
mesh as counter electrode. The reaction was performed at room tem-
perature (RT). In order to remove fluoride residues, the materials
were sonicated for 5 min in double distilled water, rinsed with isopropyl
alcohol and dried in a desiccator for 12 h. All experimental materials
were sterilized by UV irradiation (285 nm UVB light source) for
30 min on each side, inside of a biosecurity cabinet. In contemplation
to disinfect the nanostructured surface, the NTs were immersed in
20 mL of SOW for all night, dried at RT and sterilized again. We do not
use a non-disinfected NTs surface as negative control, due to the strik-
ingly potent antibacterial efficiency that was formerly reported [12].

2.2. Surface characterization

In order to reveal the surface morphology of the nanostructured sur-
face and non-modified control, field-emission scanning electron mi-
croscopy (FE-SEM; Tescan LYRA 3, Brno Czech Republic) was applied,
taking images at 20 kV accelerating voltage on different random fields.
For the chemical characterization, an energy dispersive X-ray spectro-
metric (EDX; Tescan LYRA 3, Brno Czech Republic) analysis was execut-
ed using a silicon drift detector coupled to the FE-SEM. For a larger
surface area characterization an X-ray fluorescence (XRF; Shimadzu
EDX-7000, Japan) evaluation was performed. Surface roughness is a
critical parameter for biological control of biomaterials surfaces [12,
16], thus it was explored by atomic force microscopy (AFM; Quesant
Q-Scope 350, AMBIOS, Agura Hills, CA, USA), at RT using an anti-

acoustic box to prevent noise, which can affect the measurements. The
operation scan rate was 1 Hz by contact mode. A 40-um X-Y and 4-pm
Z scanner equipped with a silicon tip and 10 nm tip curvature was
used. The experiment scan surface area was 1 um?. For quantitative
roughness comparison between the surfaces, the arithmetic average
(Ra) is provided. Wettability is a strict parameter required for the con-
trol and study of biomaterial's surface biological behavior, hence the
static sessile drop method was conducted at RT to obtain the water con-
tact angle following the procedure reported elsewhere [17,18]. A 15 pL
droplet of double-distilled water was dripped onto each material sur-
face using the tip of a syringe, and the shape of the droplet was evaluat-
ed taking images using a professional digital camera (Nikon 7200, NY,
USA).

2.3. Candida albicans behavior on the surfaces

A pathogenic C. albicans strain isolated before the antifungal treat-
ment from a female patient of 62 years old that was diagnosed with
chronic atrophic oral denture candidiasis was used. The isolation and
macroscopic characterization of C. albicans was done by CHROagar
Candida (Beckton Dickinson, USA) method as described elsewhere
[19,20]. For the preparation of the inoculums, the isolated and purified
strain was freshly grown overnight on Sabouraud dextrose agar (SDA)
plates (Beckton Dickinson, USA). Discrete colonies were obtained from
SDA and suspended in SD broth (SDB) overnight. For the viability anal-
ysis on the materials, 50 pL of C. albicans suspension containing approx-
imately 2 x 10* CFU/mL (0.D. 0.034) plus 100 pL of fresh SDB was used
to cover the surface and prevent samples dryness. The inoculum was in-
cubated on the specimens for 4, 12 and 24 h at 37 °C in a static model.
After that, the materials were rinsed three times with 1x PBS to remove
any unbounded cells. Each substrate was transferred into an individual
well of sterile 24-well polystyrene plate (Corning, USA) with 2 mL of
fresh SDB. The plate was placed in an ultrasonic bath (Branson, USA)
and sonicated at 120 W for 1 min by 12 periods of 5 s each to avoid cel-
lular lyses, and each surface was scraped off by means of a surgical
blade; in order to completely detach any bounded cell. The materials
were removed and the remaining suspensions were diluted with PBS
and cultured at 37 °C for 24 h in SDA and counted for viability assess-
ment. We performed SEM in order to analyze the density and morpho-
logical analysis of C. albicans at every incubation time [12,21]. Briefly,
each disc was rinsed with warm PBS three times for 5 min respectively,
fixed with 2.5% glutaraldehyde for 2 h at RT and dehydrated in graded
series of ethanol solutions (30 min each). In order to directly visualize
the fungal-surface interface we used FE-SEM as described elsewhere
[8]. At 4 h (defined as initial adhesion) and 12 h (late adhesion) of cul-
tivation we used a focused ion beam (FIB; coupled to the FE-SEM) in
order to cross-sectioning the adhered fungal cells. Fixed cells were not
sputter-coated in regard to evade the coverage of the nanostructured
interface at a very high magnification scale. The magnification applied
was 50,000 x operating at 20 kV and a working distance of 5.92 mm.
The FIB operation parameters were at 100 pA using a beam diameter
of 3 nm at 17 kV.

2.4. Osteoblasts adhesion and viability

HAOD were isolated from human alveolar bone, immunostained to
osteocalcin and cultured for the biocompatibility analysis [12,22]. The
cells were cultured in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM;
Invitrogen, USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS;
Invitrogen, USA) and 1% antibiotic-antifungal solution (PS; Invitrogen,
USA) at 37 °C in 5% CO,. Each sample was placed in a 12-well polysty-
rene plate. The cells were seeded using 1 mL of medium containing a
concentration of 2 x 10% cells per mL onto the materials and stored in
a CO, chamber for 24 h. HAOD viability assays were evaluated by
means of a live/dead viability/cytotoxicity assay kit (Invitrogen, USA),
with a mixture of 1 mM calcein-AM and 2 mg/mL ethidium
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homodimer-1 following the manufacturer's instructions. Thereafter, the
substrates were inverted onto cover slides with fluorescence mounting
medium (DAKO, USA), examined and photographed with a green (live)
and red (dead) filter under a fluorescence microscope (ZOE, Bio-Rad,
USA). At least five fields were randomly imaged. For the structural mor-
phology under SEM, the cells were washed and fixed as previously de-
scribed [12].

2.5. Statistical analysis

At least three independent studies were performed, each in tripli-
cate. Numerical data were analyzed using GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software Inc., USA). The significance of differences between group
means was analyzed using two-tailed unpaired Student's t-test and
one-way ANOVA followed by Tukey's multiple comparisons test when
appropriate. A P < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results and discussion

Our anodization process successfully generated reproducible homo-
geneous NTs layers among the material surface as depicted by the FE-
SEM analyses (Fig. 1A and B). Moreover, the nanostructured layer was
estimated to length 400 nm (cross-section view) with a whole diameter
of 80 nm (top view) as previously reported [12]. Furthermore, the AFM
characterization supports the formation of NTs, as observed by the or-
dered and aligned nanoholes and the significantly improved surface
roughness (Fig. 1C and H). On the other hand, the non-modified alloy
presented a flat and smooth surface as depicted by the microscopic

and analytical examinations (Fig. 1D-F). Interestingly, it was strongly
promoted the increased surface roughness and elevated values of oxy-
gen and fluoride percentage (20.32% and 2.91%, respectively) by using
SOW as an aqueous media for anodization (Table 1), suggesting the for-
mation of a higher and rougher chemical oxide layer. Moreover, an ele-
vated quantity of oxygen (24.02%) was enhanced among the anodized
sample as detected by the XRF analysis (Table 1). Information that is
in line with our microscopic views and previous works using different
solutions but prolonged anodization times [23]. The wettability of the
alloy was strikingly increased by the anodization and SOW cleaning as
compared to the non-modified and non-disinfected surface (Fig. 1G).
This condition could be explained in part by the reduced percentage of
carbon on NTs (1.61%) versus the control (3.58%). Additionally, the ma-
terial surfaces were sterilized using UV, which may causes the elimina-
tion of organic residues by the increased energy generated by
photochemical activation of the huge TiO, nanostructured layer
[24-26]. Although, both experimental materials were sterilized by UV,
the nanostructured layer was in direct contact with SOW, process that
may potentiated the cleaning and wettability of the material [12].
Despite rougher and hydrophilic surfaces promotes increased bacte-
rial colonization among implant materials [27-29], in our present
disinfected model we observed the exception due to the reduction of
C. albicans adhesion up to 24 h as reported by FE-SEM (Fig. 2). In fact,
Fig. 2A illustrates that NTs importantly reduced the adhesion of C.
albicans after comparing to its counterpart which showed initial onsets
of biofilm formation (Fig. 2B). Similarly, after 12 and 24 h we observed
an identical behavior for NTs with SOW; suggesting not only potentiat-
ed reduction of fungal adhesion (Fig. 2C and D) but also significantly

Ti6AI4V

Contact angle (°)

o —
NTs

*
TicAl4V

Fig. 1. Surface physicochemical characterization of the experimental materials. A) Top-view of homogeneous NTs, B) Cross-section of NTs, C) AFM of reproducible NTs, D) Ti6Al4V flat
surface (high magnification), E) smooth Ti6Al4V (low magnification), F) AFM of control Ti6Al4V, G) wettability of the experimental specimens and H) quantitative surface roughness

evaluations, * represents significant differences between disinfected NTs and Ti6AI4V.
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Table 1
Chemical composition of the experimental surfaces.
Sample EDX XRF
Elemental composition (%) Elemental composition (%)
C \% Al Ti (0] F Al \ Ti (0]
NTs 161 3 406 68.10 2032 291 7.07 289 66.02 24.02
Ti6Al4V 3.58 4.11 626 86.05 — — 535 3.01 9164 -—

inhibited biofilm formation and colonization compared to the control
specimen who yielded the generation of biofilms (Fig. 2D and E). More-
over, at 24 h an inferior mycotic colonization on NTs (Fig. 2E) was ap-
preciated as contrasted with Ti6Al4V at 12 h and 24 h (Fig. 2D and F).
Likewise, all surfaces conserved similar cell morphology.

C. albicans is known as a pathogenic specie that can potentiate its
pathologic activity by the formation of hyphaes [7,30]. However, in

E. Beltran-Partida et al. /| Materials Science and Engineering C 76 (2017) 59-65

our experimental model (NTs with SOW) we did not observed hyphaes
or pseudohyphaes at any incubation time (see insets in Fig. 2). Results
that may proposed that our material model might inhibited or reduced
the activation of associated proteins involved in hypha biology (e.g.
Hyr1 and Sod5), which could be clinically translated in a possible
decayed in peri-implantitis by mycosis [31]. Those trends could be ex-
plained in part by a disrupted action of chitin (i.e. one of the main glu-
cans involved in the stabilization of the glycosidic networks in yeasts,
but not in bacteria), due to the presence of fluoride and the effect of
SOW (a potent oxidizing agent) on the nanostructured surface [11,32].
However, more molecular studies are recommended in order to eluci-
date this trend. The fungal viability at all incubation times was stronger
on the non-modified alloy that in those of NTs with SOW (Fig. 2G), data
that its in concordance with the FE-SEM micrographs (Fig. 2A-F). Addi-
tionally, we found that the viable number of C. albicans was similar at 12
and 24 h on NTs, indicating that the disinfected surface abolished the
vital growth of C. albicans with prohibited colonization rate. In a

1000+

500+

(CFU/mL) x10°

E3

1
NTs Ti6Al4V
a4

12

Incubation time (h)

Fig. 2. Candida albicans behavior on the experimental surfaces. A) Disinfected NTs after 4 h of incubation, B) non-modified Ti6Al4V after 4 h, C) NTs after 12 h of culture, D) TiGAI4V at 12 h
of cultivation, E) NTs finishing 24 h of colonization, F) Ti6Al4V at 24 h of growth and G) fungal viability on the experimental surfaces as a function of time. * indicates significant differences
between NTs and Ti6Al4V at 4 h. ** represents improved changes among Ti6Al4V at 12 h versus Ti6AI4V at 4 h and NTs at 4 and 12 h of incubation. *** shows meaningful variations within
Ti6Al4V at 12 h and NTs after 24 h. **** points out symbolic differences among Ti6Al4V at 24 h and all the surfaces. Insets represent a high magnification view of the samples.
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previous study regarding the modification of Ti to nitride coated Ti sur-
faces (TiNy), it was suggested by the authors that the crystallographic
phases as well as the surface roughness can modulate the formation of
hyphae, suggesting that plasma nitride coatings increases surface
roughness and wettability with significantly reduced colonization of C.
albicans [7]. Moreover, Erakovic et al. advocated diminished C. albicans
adhesion after 24 h on rougher TiO, NTs coated with hydroxyapatite
doped with silver (HA:Ag) [33]. Besides, several studies also suggested
that the incorporation of TiO,:Ag doped layers and activated TiO, by
UV irradiation in polymeric coatings could promote antibacterial activ-
ity, but with outcomes suggesting cytotoxic effects [34-36]. This infor-
mation agrees with our results due to the reduced colonization rate by
the appliances of surface modifications. Nonetheless, the present work
is the first in to involve the behavior of rougher and wetter NTs (see
Fig. 1G and H) without using a cytotoxic coating (which may suggests
clinical security) for the reduction of clinical yeasts.

In order to explain a part of the complex mechanism involved in the
behavior of the fungal adhesion, we evaluated the fungal-material inter-
face bonding at the nanoscale by FIB (Fig. 3). In the initial adhesion
phase we detected an increased assessment of contact between the
fungi and the control material plus an augmented cellular spread
among the surface (Fig. 3B). Meanwhile, on the NTs we only observed
a lower contact interaction with a poor coverage suggesting difficulty
to bond with the nanomaterial surface (Fig. 3A). This trend may in
part rationalize the fact of a cellular morphology not altered, supporting
that the anti-fungal mechanism involves the reduction of adhesion in-
stead of cell killing (as hypothesized), and as has been suggested in
other studies of bacterial behavior (but not of fungal activity) [37-39].
At the late adhesion stage, we witnessed superior fungal contact with
more interactions between fungal cells on the non-modified material,
suggesting that the promoted colonization among the alloy also in-
volves the bonding between cell-cell which may concludes with prelim-
inary biofilm formation (Fig. 3D). This approach in part explains the

striking and significantly increased colonization and viability observed
on the alloy surface at 12 and 24 h (Fig. 2G). On the contrary, lower
cell contact bonds continue to be appreciated on the NTs at the late
stage (Fig. 3C), information that is supported by the reduced viability
and colonization rate previously discussed (Fig. 2). This interesting ten-
dency could be explained by the increased surface roughness (Fig. 1H)
and area generated by the nanostructured alloy. Since nano-rougher
surfaces may present increased spatial distance between surface peaks
(fungi/valley contact), this trend may generate a higher energy interac-
tion [8,40], resulting in a more difficult way to deposit the cellular wall
over the nanostructured surface, notwithstanding the increased wetta-
bility presented on NTs with SOW. Furthermore, supporting the previ-
ous mechanism is that the formation of the nanostructured coating
over the material may negatively interact with the yeast wall. As the
yeast's cell wall thickness are >100 nm and their ligand linkers are
mainly composed of big chain polymers [32], these parameter could in-
terfere with the connection between the NTs and the fungal wall surface
reducing cellular contact bonding; therefore, affecting mycotic coloniza-
tion. Information that may be in concordance to the superior cellular
spread with augmented biofilm formation at 12 and 24 h on the alloy
(see Figs. 2 and 3). Luducke et al. suggested that reducing the contact
area by increasing the surface roughness in the nanoscale could poten-
tially reduce the adhesion of Escherichia coli and S. aureus (bacterial
models) on Ti thin films [8]. The authors acclaimed this effect due to a
superior number of contact points generated by the reduced nano-
roughness, which in turn allows a major contact area for deposition of
EPS matrix and bacteria adhesion [8]. Moreover, Lorenzetti et al. ad-
dressed similar outcomes of decreased E. coli adhesion on wetter UV-
conditioned hydrothermal treated TiO, anastase nanostructures with
added nanoroughness compared to a non-treated Ti control [41]. Also,
speculating that reduced surface area impeded the active adhesion of
bacteria; but without reporting the bonding behavior by FIB cross-
sectioning. However, these models do not take into deliberation the

Fig. 3. Nanoscale contact points of the fungal-material interface after 4 h and 12 h of cultivation by cross-section view with FIB. A) C. albicans adhesion on NTs at 4 h, showing petite bonds.
B) Fungal adhesion on Ti6Al4V at 4 h, with a prolonged contact to the surface. C) Late fungal adhesion at 12 h on NTs, illustrating poorer connections and D) C. albicans contact at 12 h,
demonstrating cell-cell assembly. Close contact bonds between the cells and the surfaces are highlighted with arrows.
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nanostructured morphology of the coating, which is known to play an
important role in the biological behavior [42-44]. Furthermore,
Svensson et al. cultured Staphylococcus epidermidis (a Gram + bacteria)
on smooth gold layers and gold rougher surface of gold nanoparticles
(AuNPs), describing lower bacteria adhesion on the AuNPs, also
acclaiming that the increased nano-roughness with reduced contact
area may affect the adhesion performance [45]. On the basis of the pre-
viously discussed our model could be in line with those in terms of re-
duced fungal adhesion on a nano-rougher and wetter surface.
Nonetheless, in the present study we take in contemplation that;
(1) C. albicans does not produce a similar cell wall and does not follow
a similar biology as bacteria; (2) surface morphology may contributed
to inferior adhesion, as remarkable cell-cell connection seems to be fa-
vored instead of cell-surface bonds; (3) the roughness and wettability
may not play a pivotal role in encouraging fungal adhesion, as decreased
and bony contact points are observed for C. albicans on NTs versus those
described for S. aureus, S. epidermidis and E. coli [8,45]. Finally, (4) a
disinfected surface may remove the presence of a wide variety of con-
taminants that might sustain contact between the organic compounds
of cell wall and the surface artifacts [12,24]. Information which suggests
that also fungal cells may be susceptible to nanoscale surface roughness
(such as bacteria), and the use of SOW and NTs as an effective surface
treatment for improved anti-fungal activity (as proposed here for the
first time). However, more analytical studies involving different NTs di-
ameters, roughness and crystallization phases are recommended in
order to completely elucidate those mechanisms.

A key prerequisite for the success of DI is the optimum adhesion of
vital HAOb (a model of jaw-bone) on the material surface [46]. Hence,
we evaluated the osteoblastic behavior on the experimental surfaces
at 24 h. Indeed, the NTs surface strongly promoted the cellular vitality
(Fig. 4A) potentiating the formation of well-established and dense
filopodia with interconnections between cell-cell among the nanostruc-
tured surface (Fig. 4C). Furthermore, filopodia formation has been asso-
ciated to superior cellular migration, increased alkaline phosphatase
activity and secretion of Ca and P along ECM (outcomes of bone forma-
tion) [47,48], which in turn suggests that SOW does not alter the human
oral bone-forming functionality of NTs. Importantly, filopodia have been
also considered as cellular sensing probe on microscale and even

nanoscale surface topographies; with an optimized activity on wetter
and nanorougher surfaces, especially on 60-100 nm diameter NTs
[48]. On the contrary, the alloy did not support an appropriate cellular
formation showing an aberrant circular morphology, poorer cell adhe-
sion, non-cell interconnections and translucent filopodias (see blue
arrow in Fig. 4B and D), advocating that the alloy may promote HAOb
detachment. This information proposes that the treatment of a DI with
NTs disinfected by SOW, may improve the clinical efficiency in terms
of reduced bacterial [12] and fungal colonization (part of peri-
implantitis) by suppressed nano-adhesion bonds at the fungal-surface
interface without disrupting the initial behavior of oral osteoblasts (a
model different of the femur bone).

This is the first study suggesting SOW as a disinfection protocol with
promising oral anti-mycotic and alveolar osteoactive results on
nanostructured Ti6Al4V surfaces. Additionally, we recommend the
characterization of more NTs diameters, different nanostructured mor-
phologies and diverse sterilization procedures accompanied with
more analytical and molecular techniques in order to elucidated part
of the above-mentioned mechanisms.

4. Conclusions

The present study suggests the use of Ti6Al4V alloy synergistically
modified with anodized and disinfected NTs by means of SOW to gener-
ate an antifungal and osteoactive nanocoating. Even more, the manage-
ment of this strategy proposes the reduction of viable C. albicans; which
could be addressed by the disruption of nano-adhesion points at the
fungal-material interface, despite the increased roughness and wetta-
bility provided by the disinfected NTs. Furthermore, in agreement to
our previous work this methodology will also provide antibacterial effi-
ciency that could perform the implant surface against peri-implantitis
related-infections without interfering with the important initial alveo-
lar osteoblast performance (outcomes of jaw-bone formation). This is
the first time that the behavior of yeasts on NTs is characterized by
means of time-dependent points and using FIB's technology as a potent
tool to understand the mycotic adhesion behavior. Our results open up a
road for the study of fungal-adhesion process (different from bacterial
activity) at the nanoscale for orthopedic and/or oral applications.

Fig. 4. Viability and morphological analysis of HAObs after 24 h of incubation. A) Vital HAObs on NTs, B) HAObs on Ti6Al4V, C) HAObs morphology on NTs showing prolonged cell-cell
networks and D) HAObs morphology on Ti6Al4V. Blue arrows represent the aberrant HAObs morphology on the control alloy. (For interpretation of the references to color in this

figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Abstract: It is imperative to understand and systematically compare the initial interactions between
bacteria genre and surface properties. Thus, we fabricated a flat, anodized with 80 nm TiO,
nanotubes (NTs), and a rough Ti6Al4V surface. The materials were characterized using field-emission
scanning electron microscopy (FE-SEM), energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) and atomic force
microscopy (AFM). We cultured in vitro Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) and Pseudomonas
aeruginosa (P. aeruginosa) to evaluate the bacterial-surface behavior by FE-SEM and viability calculation.
In addition, the initial effects of human osteoblasts were tested on the materials. Gram-negative
bacteria showed promoted adherence and viability over the flat and rough surface, while NTs
displayed opposite activity with altered morphology. Gram-positive bacteria illustrated similar
cellular architecture over the surfaces but with promoted surface adhesion bonds on the flat alloy.
Rough surfaces supported S. epidermidis viability, whilst NTs exhibited lower vitality. NTs advocated
promoted better osteoblast organization with enhanced vitality. Gram-positive bacteria suggested
preferred adhesion capability over flat and carbon-rich surfaces. Gram-negative bacteria were
strongly disturbed by NTs but largely stimulated by flat and rough materials. Our work proposed
that the chemical profile of the material surface and the bacterial cell wall characteristics might play
an important role in the bacteria-surface interactions.

Keywords: bacterial adhesion; nanostructure; titanium implant; Gram-positive; Gram-negative;
biomaterial infections; TiO, nanotubes

1. Introduction

Titanium (Ti) and Ti-based alloys (such as Ti6Al4V) are amongst the most used metallic materials
for different bone replacements [1,2]. As Ti present important attributes such as low toxicity, corrosion
resistance (in physiological environments), proper mechanical properties and, more importantly,
excellent biocompatibility (mainly when implanted in healthy patients), Ti is considered the most
important option for orthopedic implantable devices [3].

Despite the fact that orthopedic surgical procedures are executed under strict sterilization
techniques, implant-associated infections (i.e., peri-prosthetic infections) are still present and are
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considered one of the main challenges in orthopedic surgery [4-6]. A rising approach for the molecular
control of bacteria adhesion and consequent biofilm formation (which is considered the main bacterial
organization associated with implant infections) is the synthesis of nanostructured materials with
defined morphology and homogenous topographies [7-9]. For example, Puckett et al. [7] suggested
that nanostructured and nanorougher Ti surfaces can control the adhesion of important orthopedic
related bacteria such as Staphylococcus aureus (S. aureus), S. epidermidis, and P. aeruginosa (Gram-negative
bacteria) by reducing the retention number of live bacteria and increasing the level of retained
dead cells after 1 h of incubation. Moreover, Pérez-Jorge et al. [8] advocated decreased S. aureus
and S. epidermidis (Gram-positive bacteria) colonization over nanoporous and nanotubular Ti6Al4V
surfaces after comparing them to those of flat topographies, illustrating a similar behavior between
the two bacterial models. However, these important works did not solidly analyze the impact of
the morphological properties of bacteria; they did not highlight the bacteria genre properties at the
surface-bacterial interactions and did not compare the modulatory effects of nanostructured surfaces
versus those of a micro-rough surface. Thus, we hypothesized that the surface physicochemical features
of a flat, rough, and nanostructured Ti6Al4V alloy and the bacterial genre (Gram-positive or negative)
will promote different microbiological behaviors on a Ti6Al4V surface, suggesting that part of the
bacterial adhesion capability will be modulated by the bacteria’s ability to produce adhesion-bonds at
the nanoscale-bacterial interface with varied bacterial morphologies.

The present study evaluates and compares for the first time the bacterial-surface interaction
at the micro- and nanoscale levels, as well as the adhesion and viability of P. aeroginosa and
S. epidermidis (crucial models of orthopedic related biomaterial infections) onto a nanotubular
(defined as NTs), microstructured (labeled as rough), and a smooth (indicated as Flat) Ti6Al4V
alloy. The main objective was to describe the part of the mechanism involved in the initial bacterial
behavior, the effect of Gram-positive and Gram-negative bacteria, and the protagonist role of
the morphological /topographical properties of the material surface for bone implant applications.
Moreover, the early trend of human osteoblast fashioning was interrogated as an endeavor to provide
an important profile analysis of these medical imperative materials.

2. Results and Discussion

2.1. TibAl4V Surface Physicochemical Properties

Field Emission Scanning Electron Microscopy (FE-SEM) clearly revealed the presence of a flat and
smooth surface with slightly irregular surface properties (Figure 1a,d). Moreover, the anodized
material illustrated the formation of well-defined 80 nm NTs on the surface, as represented in
Figure 1b,e, following similar results as previously reported [10]. On the other hand, the rough alloy
surface evidently showed an irregular surface with outcomes of surface imperfections (Figure 1c,f).
Importantly, part of our experimental materials (Flat and Rough) are partially similar to those of
some commercially available surgical Ti implants [11]. For example, the Branemark® Implant System
(Manufactured by NobelBiocare AB S5-402 26 Goteborg, Sweden) is fabricated by a machined technique,
which generates clearly visible, well-defined, unidirectional structures, following a similar morphology
to that observed with our flat material. Moreover, our rough surface is in concordance with the
3i ICE Implant System (3i Implant Innovation Inc., Palm Beach Gardens, FL, USA), which showed
similar surface imperfections on a rough polished surface, information that suggests that the biological
behavior of our tested materials could be in line to those of commercial implantable systems.
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Figure 1. FE-SEM micrographs illustrating the surface morphology of the experimental materials:
(a) Flat-Ti6Al4V surface showing a flat and smooth surface; (b) anodized 80 nm nanotubes (NTs)
highlighting the homogenous formation of a nanostructured layer; (c) Rough-Ti6Al4V surface presenting
irregular grooves among the material; (d) high zoom of the flat surface demonstrating the non-presence
of a nanostructured surface; (e) high amplification of the NTs confirming the nanotubular homogeneity
(inset represents a superior magnification, which described the nanotubular morphology); (f) high
magnification of the rougher surface.

Surface chemistry plays an important role in the control of the biological properties of
biomaterials [12]. Thus attention was paid to the surface elemental composition, and the results
presented in Table 1. Interestingly, the flat and rough surfaces present significantly differences in the
oxygen content (not detectable on Flat and 5.98% on Rough) compared to the NTs (23.46%). This
important difference could be related to the anodization process [10]. It is well known that anodization
using fluoride electrolytes is able to strongly oxidize the surface of Ti-based materials, resulting in
promoted levels of oxygen due to a thicker oxide layer formed over the surface. Moreover, our
controlled anodization arrangement allowed the homogenous oxidation of the material surface with
nanotubular morphology, information that it is in line with previous reports that also used fluoride [7,8].
On the other hand, the wettability parameter for the flat material is 70.02° &+ 2.96° [13], for the NTs
is 31.56° & 2.62° [13], and for the rough surface is considered to be approximately 60.4° &+ 5.8° [14].
The information suggests that the more hydrophilic material is the NTs, followed by the rough, and
finally by the flat surface; however, with significant differences among them.

Table 1. Chemical composition of the materials surfaces by energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX).

Sample C v Al Ti (0] F
Flat 3.22 4.12 5.60 87.06 - -
NTs 1.33 - 4.12 68.38 23.46 271

Rough 3.99 3.89 6.70 79.44 5.98 -
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The analytical surface roughness properties generated by the Atomic Force Microscopy (AFM)
analysis strongly supports the information acquired by the FE-SEM examinations. As presented in
Figure 2, the rough material showed an exuberant rougher surface after comparing it to the NTs and
the flat surface. Moreover, the NTs also presented superior roughness to the flat polished material;
information that is in line with the FE-SEM results and with previous works of anodized versus flat Ti
surfaces [10,15].

Bl NTs ll Roughll Flat

250
200
150+

100

Ra (nm)

50

0

Figure 2. Analytical surface roughness comparison of the experimental substrates. * indicates
significant differences between NTs and all the materials. # shows imperative changes among the
rough and flat specimens.

2.2. Bacterial Activity of the Materials

S. epidermidis is an important Gram-positive bacteria that plays a vital role in orthopedic
implant-related infections [6]. Therefore, taking into consideration this important issue, we evaluated
its adhesion process at 2 and 6 h (Figure 3). At 2 h, a promoted adhesion rate can be observed over the
flat surface, compared to the NTs and even with the rough material. This is surprising information,
which suggests that a flat Ti6Al4V surface can stimulate faster S. epidermidis adhesion. After 6 h
of incubation, we detected an increased amount of bacteria over all the work surfaces; however, of
notable importance was a superior adhesion frequency over the flat material (with outcomes of biofilm
formation) compared to the nanostructured and the rough material. On the other hand, a similar
tendency was detected over the NTs and the rough-Ti6 Al4V, information that is controversial to other
reported studies [16], but its important to remain that flat polished surfaces are not a necessary option
for avoiding bacterial adhesion.
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Figure 3. Initial and late colonization behavior of S. epidermidis over the experimental specimens as

a function of time. A superior number of S. epidermidis can be highlighted over the flat surface at all
incubation times.

Bacterial morphology is of crucial importance for the characterization and interpretation of
the possible involved mechanisms in cellular adhesion. Thus, in order to evaluate this important
characteristic we applied a higher magnification to the adherent cells (Figure 4). The flat material
presents similar bacterial morphology at both incubation times. Similarly, the rougher surfaces (NTs
and Rough) showed parallel outcomes of cellular organization with a grape-like cluster arrangement.
Moreover, the flat surface illustrated greater cell-cell adherence, suggesting initial biofilm formation;
meanwhile, the NTs slightly advocate this organization. Additionally, significantly decreased
staphylococci viability was detected over the NTs compared to the flat and rough materials at all
incubation times (Figure 5). The NTs material probably illustrated decreased S. epidermidis adhesion
and viability due to the low levels of fluoride (an antibacterial element) that are generated during the
anodization process. As previously suggested for anodized nanostructured surfaces with higher levels
of fluoride [8,17], the presence of F is capable of disrupting the adhesion process of bacteria, resulting in
it being more difficult for bacteria to grow, as illustrated here. However, is important to highlight that
our nanostructured material presents lower F content (2.71%) than those previously reported (4-6%) in
Perez-Jorge et al. [8] and (4.76-13.59%) in Ercan et al. [17], which could suggest lower cellular toxicity.
These important behaviors are in agreement with preceding works that evaluated and compared the
structural capability of S. epidermidis over flat, nanostructured, and microstructured materials [18].
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Flat NTs Rough

Figure 4. S. epidermidis organization onto the materials surfaces at 2 and 6 h of incubation. Note that
the flat surface mainly stimulates the synthesis of exopolisacharides at 2 h of growth (red arrows).

Bl NTs ll Rough
B Flat

%%

108- —_— i
105-

104-

CFU/mL

10%

100-

2h 6h

Figure 5. S. epidermidis viability onto the materials’ surfaces at 2 and 6 h of cultivation. * denotes

significant differences between rough and flat materials versus NTs at 2 h. # symbolizes major changes
in the flat and rough surfaces at 2 h. ** illustrates important variations between NTs and flat and rough
specimens at 6 h. ## symbolize discrepancies for rough and flat samples at 6 h.
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Gram-negative bacteria (mainly P. aeruginosa) have been seriously involved in the microbiota
related to orthopedic implant-associated infections [19]. Consequently, we evaluated the P. aeruginosa
colonization activity in the experimental materials (Figure 6). The initial growing phase (2 h) showed
important outcomes in colony organization on the rough surface and continued with an inferior
tendency for the NTs and a poorer colony-forming capability on the flat material but with more
consistent bacterial spreading. It is important to discuss that the promoted bacilli activity shown over
the flat and rough experimental materials models evaluated here are consistent with previous works
regarding the effect of surface roughness and the comparison of nanostructured morphologies versus
microstructured materials [20,21]. The data suggest a greater affinity of P. aeruginosa with the rough
and flat surface than the nanotubular one. This interesting trend could be explained in part by to the
promoted carbon percentage detected on the flat and rough materials. As an elevated percentage of
carbon in metallic materials was associated with an increased hydrophobicity [13,22] and P. aeruginosa
has been suggested as a partially hydrophobic bacteria [23], it could be congruent to speculate that
carbon-richer surfaces may be more related to attracting and promoting bacterial anchorage than
hydrophilic surfaces. This information is consistent with the bacterial behavior and bacilli morphology
(aberrant morphology mainly on NTs) (Figure 7) observed here.

FIa NTs Rou h

2h

Figure 6. P. aeruginosa colonization over the materials at 2 and 6 h of growth. Red arrows symbolize
the initial formation of bacterial colonies.

A crucial parameter required to evaluate and predict the bacterial behavior of biomaterials is the
viable activity presented over the analyzed surfaces. Therefore, we characterized P. aeruginosa viability
over the experimental surfaces (Figure 8). We detected that the NTs significantly decrease the viable
number of colony forming units (CFU) after comparing them to the rough and flat materials at all
incubation times. Moreover, similar behavior was detected after comparing the rough and flat surfaces
(at 2 and 6 h), suggesting that the rougher material may allow more bacterial retention but with low
outcomes of a robust cellular adhesion, as depicted in Figures 6 and 7. Furthermore, as mentioned
above we could suggest that the electrostatic attraction stimulated by the flat surface may be bigger
(more hydrophobic) than that of the rough material, resulting in promoted viable cells (possibly
by cell-cell bounding) over the rough surface but with decayed cellular adhesion, as observed here.
However more molecular analyses such as the inhibition of bacterial receptors involved in the adhesion
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process, real time polymerase chain reaction (RT-PCR), western blot, and immunofluorescence assays
are recommended in order to clarify those interesting interrogations.

Flat ~ NTs ' Rough

Figure 7. P. aeruginosa aggrupation on the materials at 2 and 6 h of growth. Red arrows symbolize

aberrant bacilli morphology on the rough material. Green arrows highlight the deformed bacilli
structure of the NTs.

* %

10754 |Ml NTs HE Rough W
Bl Flat

2h 6 h

Figure 8. Analytical evaluation of P. aeruginosa viability over the experimental surfaces. * indicates
significantly differences between NTs and the tested materials at 2 h. ** represents important differences

comparing NTs and working surfaces at 6 h. # denotes critical changes between rough and flat materials
at 6 h.

Interestingly, staphylococci morphology at the initial adhesion phase displayed a well-defined
architecture over the experimental materials (Figure 9a—c). However, on the NTs, the formation of tiny
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bonds directly contacting the external mouths of the NTs (Figure 9b) can be advocated, suggesting that
the initial adhesion process could be disrupted by the chemical and/or morphological properties of the
NTs [17]. Moreover, it can be appreciated that there is a greater number of cell-cell connections on NTs
instead of cell-surface interactions; meanwhile the flat material strongly induced cellular anchorage to
the material surface. Our elevated magnification zooms (with high definition) bring out important
evidence that suggests promoted S. epidermidis anchorage on the flat material compared to the NTs.
Since it has been speculated that the Gram-positive cell wall may be partially hydrophobic [23] and
the Flat Ti6Al4V is believed to be the more hydrophobic experimental material, this information could
explain part of the discoveries observed here. On the other hand, P. aeruginosa was more enlarged,
suggesting it was better anchored on the flat material (Figure 9d). Meanwhile the bacilli morphology
on the NTs was shorter with poorer cell bonding points (Figure 9e). The rough surface was detected to
have a more closely related morphology to that observed on the flat material but with a smaller cell
size. Despite the important roughness differences presented by the flat and rough materials, we could
advocate that both surfaces are pretty similar from a chemical point of view, information which could
explain part of the similar bacilli bonding and morphological behaviors detected over those surfaces.

Figure 9. Nano-scale comparative bacteria-surface interactions among Gram-positive and Gram-negative
bacteria on the experimental materials at 2 h: (a) S. epidermidis micrograph on the Flat-Ti6 Al4V material;
(b) 80 nm NTs clearly showing the poor adhesion patterns of S. epidermidis; (c) S. epidermidis adhesion
over the rough Ti6Al4V; (d) P. aeruginosa interaction over the flat Ti6Al4V; (e) bacilli contact on NTs;
(f) P. aeruginosa onto the Rough material.

At 6h of incubation (late adhesion), we elucidated promoted S. epidermidis anchorage with more
defined and spread adhesion-bonds (red arrows) over the flat surface (Figure 10a). On the other hand,
S. epidermidis showed tiny bonds (at nanoscale) strictly contacting the mouths of the NTs (Figure 10b,
green arrows), proposing disturbed adhesion that connects to the nanostructured material. On the
contrary, the rough surface illustrated a compact-like morphology (Figure 10c), suggesting more
cell-cell attraction instead of cell-surface bonding, information that could explain the controversial
decreased bacterial colonization observed in the rough material at 6h. Similarly to the flat surface
behavior on S. epidermidis, the P. aeruginosa activity showed an elongated morphology, suggesting
better anchorage to the material (Figure 10f). In the same way, the rough Ti6Al4V inspired a similar
prolonged morphology with improved cell-surface bonds, as depicted by the blue arrows in Figure 10f.
However, the nanostructured surface was able to enthuse a disturbed morphology to the bacteria
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that was in direct contact to the surface (Figure 10e, green arrow), leaving alone only the formation of
cell-cell bindings, evidence that could explain the lower P. aeruginosa viability observed on the NTs
(Figure 8).

Figure 10. Nano-scale comparative bacteria-surface interactions among Gram-positive and Gram-negative
microorganisms over the surfaces at 6 h: (a) S. epidermidis on the Flat-Ti6Al4V material (the red arrows
highlight the huge contact bonds among the surface and the cell-cell interactions); (b) 80 nm NTs
illustrating decreased adhesion of S. epidermidis (green arrows points out tiny surface adhesion-bonds);
(c) S. epidermidis adhesion on the rough material; (d) P. aeruginosa largely disseminated on the Flat
Ti6Al4V; (e) deformed bacilli interaction on NTs (the green arrow represents deformed morphology of
direct interacting bacteria to the NTs); (f) P. aeruginosa growth on the rough material (the blue arrows
show the bacterial interaction bonds above the surface).

Importantly, S. epidermidis (Gram-positive) showed decreased bacterial bonds over the NTs and a
constant morphology at the early and late incubation times compared to the P. aeruginosa that slightly
bonds to the NTs. This interesting comportment could be explained in part by the physicochemical
properties of the bacterial walls. As Gram-positive bacteria have a thicker peptidoglycan layer
localized at the external phase of the cell than Gram-negative bacteria [24], it may contribute to a
decreased affinity to the material surfaces. Moreover, it is important to indicate that peptidoglycan is a
denser polysaccharide layer (partially hydrophobic) that may not have a good ability anchor to the
nanostructured layer [25]. Meanwhile, the flat, carbon-rich surface allowed better bacterial bonding.
Furthermore, is vital to highlight that the staphylococci spp. presented a more opaque cell aspect
with promoted cell-cell bonding compared to that of P. aeruginosa (which presented a translucent
morphology) cultured over the experimental materials. Moreover, an increased number of bonding
points for the P. aeruginosa was identified on the rough material at 6h compared to those of S. epidermidis
(Figure 10c,f). However, promoted bacterial deformation (which suggest improved adhesion) was
detected for the P. aeruginosa but not on S. epidermidis. This interesting trend (which has never been
deeply discussed) could be due to the structural properties of the Gram-negative cell wall. Since
Gram-negative microorganisms present a more fluid double membrane layer at the external phase with
a thinner peptidoglycan layer (compared to Gram-positive) [26], they may allow promoted membrane
anchorage with easier deformation capability (possibly by bacteria motility), which could explain the
enlarged and deformed cell architecture that was formerly reported here. Although, other molecular



Molecules 2017, 22, 832 11 of 16

studies such as the inhibition of bacterial receptors involved in the adhesion and mobility processes,
RT-PCR, western blot, and immunofluorescence assays are recommended in order to explain these
interesting interrogations.

2.3. Human Osteoblast Behavior

Figure 11 illustrates the initial behavior of osteoblasts cultured on the experimental materials.
The flat surface allowed decreased cellular anchorage with non-outcomes of well-defined cellular
adhesion as there was no visible filopodia formation and a lower number of viable cells (Figure 11a,d).
On the other hand, the NTs showed promoted filopodia formation with an increased amount of
cell bonding (Figure 11b, red arrows), as well as a surprisingly improved number of viable cells
(Figure 11e). Furthermore, the rough surface advocated an elevated number of growing cells, as
evidenced by FE-SEM (Figure 11c), but with low results of adhered viable osteoblasts, as evidenced by
the fluorescence staining (Figure 11f). These interesting observations suggest that flat Ti6Al4V surfaces
do not favor the osteoblast anchorage; meanwhile the rough surface promotes increased levels of
osteoblasts but without organized cellular growth. In addition, the NTs stimulated and promoted an
ordered growing capability, information which suggests that nanostructured material could be more
favorable for stimulating cellular organization with promising osteoactive capability. Our results are
strongly congruent with previous works [27].

Figure 11. Osteoblast behavior cultured on the investigational materials after 24 h: (a) adhered

osteoblasts on the flat surface; (b) 80 nm NTs illustrating promoted adhesion with long and
interconnecting filopodia projections (red arrows highlight the formation of anchored sites); (c) cultured
osteoblasts on the rough disk; (d) representative viable cells detected on the flat material; (e) vital
osteoblasts analyzed on the NTs; (f) anchored vital osteoblasts on the rough Ti6Al4V.

It is important to compare and highlight the main differences between the viability behavior of
bacteria and osteoblasts. Interestingly, the NTs were capable of decreasing the initial adhesion step of
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both bacteria (Gram + and —); meanwhile, NTs were the most optimal option for osteoblasts. These
interesting activities could be related to the surface nano-roughness provided by the NTs; as speculated
in previous works, nanostructured materials can control at the molecular scale the deposition of
proteins involved in the initial osteoblastic interactions [10,28]. In addition, nano-rough surfaces can
disrupt the initial deposition of bacteria due to the substantial differences presented between the
diameter of the NTs and the cell-wall size, which is bigger than the NTs, information that could explain
the effects observed especially for S. epidermidis. Moreover, the NTs are significantly more hydrophilic
than the rough and flat materials, information that suggests that NTs allow better control of osteoblatic
adhesion without generating an aberrant morphology (see Figure 11). On the other hand, the improved
wettability found on NTs could contribute to disturbed electrostatic interactions between the NTs
and bacteria [23], mainly for P. aeruginosa. Table 2 presents a summarized comparison between the
experimental materials and the cellular models evaluated here.

Table 2. Summarized comparison between the physicochemical surface properties and the optimum
surface option for cellular behavior. ‘X’ represents low viability, xx” indicates regular viability, and
xxx’ strong viability. *" expressed low adhesion, "**" displayd regular adhesion, and “***” announces

high adhesion.
Flat NTs (Nano-Rough) Rough
S. epidermidis XX H* x* XXX **
P. aeruginosa XX ** x* Xx **
Osteoblasts X XXX X

3. Materials and Methods
3.1. TibAl4V Surfaces Development

3.1.1. Synthesis of NTs

For the manufacturing of homogenous and reproducible 80 nm diameter NTs, we performed
electrochemical anodization as previously described [29,30]. Briefly, flat mirror polished (100 to
2000 grift and 1-um alumina) disks of Ti6Al4V (ASTM F-136; Supra Alloys Inc., Camarillo, CA, USA)
with 150 mm diameters and 5 mm thicknesses were assembled in a special 125 mL electrochemical
cell and anodized using Microdacyn 60® super-oxidized water (Oculus Technologies, Guadalajara,
Jal, Mexico) at pH 6.8, supplemented with 10 mg/L of NH4F (Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA)
and 100 mg/L NaCl (Sigma-Aldrich, USA). Next, a potential of 20 V was applied for 5 min at room
temperature (RT) using a DC power supply and a platinum mesh as a counter electrode. Afterwards,
the samples were cleaned for 5 min under sonication, rinsed with isopropyl alcohol, and desiccated
for 12 h. Importantly, all experimental specimens were sterilized using UV irradiation (285 nm UVB
light source) for 30 min each side inside of a class II biosecurity cabinet. Finally, a sterilized flat mirror
polished Ti6Al4V disk was used as a control for all the experimental assays.

3.1.2. Rough Ti6Al4V Surface

In order to increase the surface roughness of the Ti6Al4V substrates, we performed mechanical
polishing following a metallographic procedure using SiC emery paper (from 100 to only 400 grift)
(part of the procedure described in ASTM E3-11). Next, the samples were ultrasonically washed in
acetone, ethanol, and water (three times for 5 min each), with the purpose of removing any abrasive
particle generated by the mechanical polishing. Finishing, the samples were dried into a desiccator for
24 h and sterilized as described above.
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3.2. Surface Physicochemical Characterization

3.2.1. FE-SEM Analysis of the Experimental Materials

As an endeavor to characterize the surface morphology of the samples, we applied FE-SEM
(Tescan LYRA 3, Brno, Czech Republic), taking micrographs at 20 kV accelerating voltage on diverse
random fields.

3.2.2. Chemical Characterization

The chemical assays were performed using EDX (Tescan LYRA 3, Tescan, Brno, Czech Republic),
with a silicon drift detector coupled to the FE-SEM.

3.2.3. Roughness Evaluation

In contemplation of the material’s surface roughness, we performed AFM (Quesant Q-Scope 350,
AMBIOS, Agura Hills, CA, USA), equipped with an anti-acoustic box to prevent noise, which can
affect the measurements. The operation scan rate was 1 Hz by contact mode at RT. A 40-um X-Y and
4-um Z, a scanner equipped with a silicon tip and 10 nm tip curvature was used. The scan surface
area was 1 um?. For quantitative assessment of the roughness topographies, we provide an analytical
analysis of the arithmetic average (Ra).

3.3. Bacterial Behavior among the Experimental Surfaces

3.3.1. Bacterial Culture

For the bacterial-surface interaction analyses S. epidermidis (ATCC 12228) and P. aeruginosa (ATCC
27853) (microbial models of orthopedic importance) were used [7,31]. For the formulation of the
inoculums, both strains were freshly grown overnight on tryptic soy agar (TSA) plates (Beckton
Dickinson, Sparks, MD, USA). Discrete colonies of each bacteria were obtained from TSA plates and
separately suspended in tryptic soy broth (TSB) to an optical density (O.D.) of 0.05 (S. epidermidis)
and 0.04 (P. aeruginosa) with pH 7.0; assessed using a spectrophotometer (LAMBDA 25, Perkin Elmer,
CT, USA).

3.3.2. Bacterial Adhesion and Viability Assays

For the assessment of the bacterial behavior on the materials, 100 uL of each microbial suspension
containing approximately 1 x 107 CFU/mL (O.D. 0.05 and 0.04) plus 100 uL of warm TSB was
used to fully cover the surface and avoid sample desiccation. The inoculums were incubated onto the
specimens for 2 and 6 h at 37 °C in a static model. After each incubation time, the surfaces were washed
three times in 1X PBS for 5 min to discard any unanchored bacteria. Next, each material model was
deposited into an individual well of a sterile 24-well polystyrene plate (Corning, Corning, NY, USA)
containing 1 mL of fresh TSB. The plate was positioned in an ultrasonic bath (Branson, Branson, MO,
USA) and sonicated at 120 W for 1 min at periods of 5 s to evade cellular lyses. Thereafter, the surfaces
were scraped off using a sterile surgical blade to entirely detach any bounded cell. The materials were
taken off and the remaining suspensions were diluted with Phosphate Buffer Saline (PBS) and cultured
at 37 °C for 24 h in TSA and counted for analytical assessment.

3.3.3. Bacterial Approach by FE-SEM

Bacterial morphology is of importance to understand the mechanisms regarding bacterial adhesion
and bonding anchorage to materials” surfaces [23]. Moreover, the colonization rate is vital to assess the
bacterial behavior over biomaterials, so, in order to address these critical parameters, we performed
FE-SEM on each material at 2 h (indicated as initial adhesion phase) and 6 h (late adhesion phase) of
incubation. Briefly, each sample was rinsed with PBS three times for 5 min respectively, fixed with
2.5% glutaraldehyde for 2 h at RT and dehydrated in graded series of ethanol solutions (30 min each).
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As an endeavor to detail and directly visualize the bacterial morphology and the cellular bonding on
the surface, we applied high resolution FE-SEM with a very high magnification scale [29,32]. Fixed
cells were not sputter-coated in order to avoid the coverage of the nano-bonding phase at a very high
amplification. The zoom applied was 100,000 x, operating at 10 kV and a working distance of 6 mm.

3.4. Human Osteoblasts Characterization over the Materials

3.4.1. Osteoblasts Culture

Human osteoblasts were cultured using Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM,;
Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS; Gibco-Invitrogen)
and 1% penicillin/streptomycin (Gibco-Invitrogen) at 37 °C in 5% CO,. Each experimental sample
was positioned in an individual well of a 12-well polystyrene plate (Corning, NY, USA). Next, the
cells were cultured using 1 mL of medium containing a concentration of 2 x 10* cells per mL of the
materials and stored in a CO, chamber for 24 h [10].

3.4.2. Cellular Viability by Fluorescence Microscopy

Osteoblast viability after 24 h of incubation was explored among the experimental substrates
using a live/dead viability / cytotoxicity assay kit (Gibco-Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), mixing
1mM calcein-AM and 2 mg/mL of ethidium homodimer-1 following the manufacturer’s instructions.
Afterwards, the materials were inverted and mounted onto cover slides with a fluorescence mounting
medium (Sigma-Aldrich, USA), characterized and photographed with a green (live) and red (dead)
filter under an inverted fluorescence microscope (ZOE, Bio-Rad, Hercules, CA, USA). At least five fields
were randomly imaged.

3.4.3. Osteoblast Morphology by FE-SEM

In order to characterize the early cellular morphology among the tested surfaces after 24 h
of culture, we performed FE-SEM. The cells were washed, fixed, and dehydrated as described in
Section 3.3.

4. Conclusions

The present study assess for the first time the evaluation, comparison, and discussion of flat,
nanostructured, and rough Ti6Al4V surfaces on the behavior of bacterial adhesion of two important
orthopedic bacterial models. Moreover, the important structural and viable properties detected
between Gram-positive and Gram-negative bacteria (discussed for the first time here) used here were
pointed out. Our results reveal that chemical differences among the material surfaces can modulate
strong alterations in bacterial activity with critical change to the cellular architecture, allowing the
formation of promoted or reduced bacteria-surface interactions, instead of only surface roughness
properties. Moreover, the nanostructured surface advocated the lower bacterial viability and the
reduced cell adhesion capability with decreased results of colonization movement. Importantly, the
nanostructured surface stimulates a superior osteoblast organization with elevated filopodia formation
to the flat and even rough material, proposing the nanostructured Ti6Al4V surfaces as optimal for bone
implant applications. The NTs were able to alter the ideal bacterial activity over Gram-positive and
Gram-negative materials. Our results open up a novel pathway for the investigation and comparison
of the effects of Gram-positive and Gram-negative cell walls on the behavior of biocompatible surfaces
for the understanding of implant-related infections.
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