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RESUMEN

Introduccion: La aterosclerosis (AS) afecta la funcion del endotelio. Por lo tanto, es
necesario estudiar células endoteliales (CE) procedentes de pacientes con AS en superficies
nanoestructuradas. Los macréfagos presentan fenotipos proinflamatorio (M1) y
antiinflamatorio (M2), la predominancia de uno de ellos puede promover el rechazo o la
reparacion tisular de la endoproétesis vascular, respectivamente. El método de esterilizacion
del biomaterial puede promover alguno de €stos fenotipos.

Metodologia: Se aislaron CE procedentes de arteria y vena femoral superficial de pacientes
con AS y se evalud in vitro la viabilidad, adherencia, proliferacion, y cambios en el
citoesqueleto, sobre superficies nanotubos de TiO» (NTs), mediante ensayos MTT,
mitoTracker, SEM e inmunofluorescencia. Se estudid la influencia del método de
esterilizacion de superficies de NTs sobre la polarizacién de los macrofagos murinos RAW
264.7 hacia los fenotipos M1 y/o M2 mediante SEM, inmunofluorescencia del citoesqueleto
y analisis de expresion por RT-PCR cuantitativa.

Resultados: Las CE mostraron mayor adherencia, expresion de uniones intercelulares
focales, desarrollo de filopodias, y gran deposito de matriz extacelular sobre superficies de
NTs. La viabilidad no mostr6é diferencias estadisticamente significativas a diferentes
periodos de cultivo sobre ambas superficies por ensayo MTT. Sin embargo, se observé mayor
viabilidad mitocondrial sobre superficies de nanotubos (valor p de 0.0016 ). Los macrofagos
presentaron menor proliferacion celular sobre superficies esterilizadas con autoclave, que en
superficies esterilizadas con rayos UV y etanol al 70%. Se observé morfologia compatible
con M1 sobre superficies tratadas con autoclave, morfologias compatibles con M1 y M2 en
las tratatadas con UV y compatibles con M1 en las tratadas con etanol. La viabilidad por
ensayo MTT fue similar con los tres métodos de esterilizacion.

Conclusiones: Las CE aisladas de pacientes con AS tienden a forman una monocapa sobre
superficies de NTs a corto plazo. El método de esterilizacion de superficies de NTs que
favorece una mejor reparacion es el de rayos UV, al promover el desarrollo de los fenotipos

M1 y M2. No se recomienda el uso de autoclave porque promueve el fenotipo M1.
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ABSTRACT

Introduction: Atherosclerosis (AS) affects the endothelium’s function. Therefore, the study
of endothelial cells on nanostructures, from patients with AS becomes relevant. Macrophages
can be M1 (proinflammatory) and M2 (anti-inflammatory). The predominant phenotype will
determine the rejection, or tissue repair of the vascular endoprosthesis. The biomaterial

sterilization can promote one of these phenotypes.

Methodology: Endothelial cells from patients” superficial femoral vein and artery with AS
were isolated and the in vitro viability was evaluated, as well as its viability, adherence,
proliferation, and cytoskeletal changes over surfaces with nanotubes made of TiO> (NTs),
via MTT essays, mitoTracker, SEM and immunofluorescence. The sterilization method and
its influence over the transformation of murine RAW 264.7 macrophages towards M1 and/or
M2 phenotypes through SEM, cytoskeleton immunofluorescence and expression analysis

was made through quantitative RT-PCR.

Results: The endothelial cells showed greater adherence, focal intracellular unions, filopodia
development and mitochondrial viability over nanotubes surfaces (p value of 0.0016). The
macrophage presented less cellular proliferation over sterilized surfaces with autoclave than
in surfaces sterilized with UV rays and ethanol 70%. Compatible morphology of M1 and M2
treated with UV and ethanol was observed. The viability shown by MTT assay was similar

with the three sterilization methods.

Conclusion: The endothelial cells of patients with AS form a monolayer over NTs surfaces
in a short time length. UV rays offer a better tissue repair, in comparison to autoclave and
ethanol, since it promotes M1 and M2 phenotypes. Autoclave is not recommended because

it promotes an M1 phenotype.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares por aterosclerosis son una de las principales causas de
muerte a nivel mundial (1), caracterizandose por la formacion de una placa en la capa mas
interna de las arterias, constituida por las células endoteliales (CE). Esta placa causa
estrechamiento de los vasos y puede ocasionar bloqueo de la luz del vaso, interrumpiendo la
irrigacién sanguinea de los tejidos. Con el objetivo de mejorar la llegada de oxigeno y
nutrientes a través de la sangre se colocan endoprétesis vasculares, sin embargo, éstos se
asocian a complicaciones que pueden ser neoaterosclerosis, trombosis y reestenosis que
pueden repetir la isquemia o infarto de la zona del cuerpo afectada y llevar a la muerte o
pérdida de la funcién del tejido. Por este motivo, desde que se comenzaron a colocar las
endoprotesis los biomateriales utilizados en su fabricacion han ido cambiando con el objetivo
de mejorar el paso critico para la repermeabilizacion de la luz del vaso, el cual es la
reendotelizacion. Por lo tanto, el biomaterial debe promover la proliferacion selectiva de las

células endoteliales, proceso conocido como angiogénesis (2).

Los biomateriales utilizados en las endoprotesis varian en composicion y topografia
de superficie, la cual contribuye y regula la adherencia celular. Debido a las propiedades
mecanicas con las que cuenta el titanio, este se utiliza ampliamente en medicina, dentro de
las areas de odontologia, ortopedia y cardiovascular. Cuando el Ti se modifica con
nanoestructuras como los nanotubos de TiO> (NTs) se mejoran sus propiedades de
superficie, estas caracteristicas de superficie a escala nanométrica estimulan y controlan
varios eventos moleculares y celulares en la interface tejido/implante, las cuales pueden ser
observadas por diferencias en la morfologia celular, orientacion, organizacién del

citoesqueleto, proliferacion y expresion genética (3).

Ademas, de la diversidad de los biomateriales también se han utilizado un gran
numero de CE para realizar experimentos in vitro, €stas generalmente proceden de vena
umbilical humana (HUVEC), de aorta bovina, de células endoteliales coronarias, que

comparten la caracteristica de estar sanas (4, 5). Sin embargo, existen pocos estudios en la
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literatura que utilicen como modelo de estudio de angiogénesis a células endoteliales
procedentes de pacientes con aterosclerosis, por lo que es importante recordar que la razén
por la que se coloca una endoprotesis es principalmente derivado de la aterosclerosis, por lo
que es necesario trabajar con modelos celulares in vitro que analicen el comportamiento de
¢éstas células procedentes de pacientes enfermos sobre biomateriales nanoestructurados, para
comprobar que conservan su capacidad de proliferacion y con ello una adecuada

reendotelizacion.

En la fisiopatologia de la aterosclerosis existe otro tipo celular, ademéas del endotelio,
que contribuye al desarrollo de la placa, los macréfagos. Los macrofagos son células
especializadas en la fagocitosis y que forman parte de la respuesta inmune. Se han
identificado varios fenotipos de macrofagos dentro de la placa, los M1 o proinflamatorios y
los M2 o antiinflamatorios. Se sabe que ambos son importantes en la reparacion de tejidos y
que debe existir un equilibrio entre ambos subtipos. Los M1 predominan en procesos

inflamatorios cronicos y el fenotipo M2 se ha asociado a regresion de la placa (6).

Como ya se ha mencionado, la influencia de pequefios cambios en las superficies de
los biomateriales puede impactar en la proliferacién y migracion de las c€lulas, y también la
superficie puede ser afectada por el tipo de esterilizacion, el cual es el paso final del
tratamiento de las superficies de materiales de uso médico. Por lo tanto, los NTs son afectados
en su composicion quimica al igual que su morfologia de superficie en mayor o menor

medida segun el método de esterilizacion utilizado (3).
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CAPITULO 2
ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (CVD) constituyen la principal causa de muerte en el
mundo (7), bajo éste término podemos incluir a la enfermedad arterial coronaria, la
enfermedad arterial periférica (EAP) y a las enfermedades cerebrovasculares. La causa
principal de estas enfermedades es la AS que consiste en un proceso inflamatorio cronico de
la pared arterial. La etapa final de la AS se manifiesta como una lesion de la capa intima de
la pared arterial y acumulacion de placas. La subsecuente erosion o ruptura de esta placa
aterosclerotica conduce al desarrollo de trombosis o formacion de codgulos que obstruyen la

luz del vaso sanguineo (8).

Las manifestaciones clinicas de AS dependen del lecho vascular afectado, si se
afectan las arterias coronarias se presenta infarto agudo al miocardio, cardiopatia isquémica
o muerte subita. En el cerebro, provoca un accidente cerebrovascular o ataque isquémico
transitorio. En las arterias periféricas, la expresion clinica es la claudicacion intermitente o
la isquemia aguda de los miembros inferiores. Los factores de riesgo son los mismos para los

distintos territorios vasculares (9).

La enfermedad vascular periférica (EVP), afecta a 202 millones de personas en el
mundo (10) y representa la segunda manifestacion mas comun de la aterosclerosis a nivel
mundial (11). La prevalencia de la EVP incrementa conforme a la edad y en forma general
se le define como la obstruccion o estenosis de arterias no miocardicas, mas frecuentemente
de las arterias de miembros inferiores pero que incluye las arterias renales y arterias de otros
organos vascularizados. Esta affecion resulta en una pérdida gradual de flujo sanguineo lo
cual deriva en la pérdida de oxigeno y nutrientes en los tejidos ocasionando sintomas como
claudicacion, ulceraciones y cambios en la coloracion de la piel del miembro afectado. Esto
da origen a isquemia critica de la extremidad (ICE) que puede conducir a la perdida de la
extremidad si no se da el tratamiento efectivo a tiempo. Uno de los principales factores de

riesgo para ICE es la presencia de diabetes mellitus tipo 2. Los sintomas asociados a ICE son
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lesiones en piel (tlceras o gangrena) y dolor de reposo, ambos comprometen la calidad de
vida del paciente. La ICE se asocia con alta mortalidad y morbilidad (12). Existen estudios
que demuestran que el 30% de los pacientes no son elegibles para el tratamiento de
revascularizacion por lo que requieren una amputacion mayor y el 25% de estos pacientes

mueren dentro del primer afio de inicio de la ICE (13).

Dependiendo del grado de estenosis causada por la aterosclerosis existen diferentes grados
de severidad de la EVP segin la clasificacion de Fontaine, los cuales son: grado I
correspondiente a EVP asintomatica, el II a claudicacion intermitente, el grado III a dolor de
reposo y grado IV cuando existe isquemia, ulceracion o gangrena. Los grados III y IV
amenazan la pérdida de la extremidad (14). Actualmente, el tratamiento de la EVP se basa
en estrategias que buscan restaurar la perfusion sanguinea de los tejidos isquémicos y con
esto aliviar el dolor de reposo, la cicatrizacion de ulceras y prevenir la pérdida de la
extremidad. Para la enfermedad macrovascular localizada el tratamiento puede ser

angioplastia, aterectomia, endoprotesis vascular o stent y cirugia de bypass (12).

2.2 Vasos sanguineos.

Los vasos sanguineos estan compuestos de tres capas: la intima, que consiste en una
monocapa de CE unidas a una membrana basal, las CE y la membrana basal en conjunto
constituyen el endotelio; una capa medial, de células musculares lisas y la adventicia o tunica
externa (Figura 1). El endotelio cubre todo el arbol vascular, desde el corazon hasta los
capilares mas pequefios formando la superficie interna de todos los vasos sanguineos, y
funciona como una barrera entre la sangre de la luz vascular y los tejidos circundantes. La
capa medial muscular lisa regula la constriccion y dilatacion de los vasos sanguineos. La
adventicia contiene terminaciones nerviosas, tejido adiposo perivascular y elementos del
tejido conectivo (fibroblastos y fibras de colageno) que aseguran su adherencia a los 6rganos

circundantes (15).
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Figura 1 Estructura general de la pared vascular (15)

Los vasos sanguineos estdn organizados de acuerdo al siguiente orden: corazodn,
arterias, arteriolas, capilares, vénulas, venas y corazon, y sus funciones principales son
transportar oxigeno, nutrientes y células inmunes a todos los tejidos del cuerpo (16).

El endotelio es un organo activo, endocrino que regula su ambiente y responde a
estimulos externos (17). La heterogenicidad endotelial estd determinada durante el desarrollo
embrionario y en la etapa adulta por sefiales bioquimicas y factores biomecéanicos especificos
de cada organo o tejido (18).

Las paredes de los vasos pueden ser morfologicamente diversas, el endotelio de
arteria y vena es una monocapa continua, en cambio el de los capilares puede ser continuo,
fenestrado o discontinuo (Figura 2). El endotelio fenestrado se localiza en tejidos
involucrados en la filtracion y secrecion, localizados en glandulas, glomérulo renal y mucosa
intestinal; el endotelio discontinuo es caracteristico de los lechos vasculares sinusoidales,
localizados en higado y médula 6sea. Las CE estan envueltas por una membrana basal. Los
vasos también difieren en su pared, las arterias presentan una capa mas gruesa de células lisas
musculares lisas, ya que su funcion es mantener el tono vascular, mientras que las venas

poseen una capa muscular lisa delgada y se caracterizan por permitir la migracion
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transendotelial de los leucocitos durante la inflamacion (leucoféresis). Ademas, las venas

poseen valvulas para facilitar el retorno de la sangre al corazén (Figura 2) (19).

Canpilar linfatico
,\“\ CE
=G

Continuo

Fenestrado Discontinuo
Pericito

Vaso linfatico

Tnica . Tunica intima
intima -

Tunica

media Valvula
Adventicia '

Ttnica media

Adventicia

Figura 2 Organizacion de la vasculatura. La vasculatura se organiza en arterias (rojo) y venas (azul) interconectadas
por capilares, asi como por capilares linfaticos que terminan con puntas ciegas y vasos colectores (verde) que drenan
Sfluidos hacia la circulacion venosa. Las arteriolas, capilares y vénulas forman parte de la microvasculatura, y es el sitio
donde existe mayor cantidad de uniones intercelulares. La anatomia de los vasos capilares se muestra en la parte
superior de la imagen y la anatomia de los grandes vasos en la parte inferior (19). (MB= membrana basal).

También existen diferencias funcionales entre las arterias y las venas. Las arterias

especificamente llevan sangre desde el corazon hacia la periferia y las venas conducen la
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sangre desde la periferia hacia el corazon. Generalmente, las arterias llevan sangre oxigenada

y las venas con baja tension de oxigeno (20).

2.3 Células endoteliales y macréfagos.

Las CE son delgadas y ligeramente elongadas, presentan gran heterogenicidad en el arbol
vascular, ya que sus caracteristicas son diferentes segun el vaso u organo del que formen
parte. Las CE arteriales son largas y delgadas o elipticas, las venosas son cortas y anchas,
esta diferencia se debe a que soportan estrés cortante (shear stress) de 1-5 dinas/cm? en el
caso de las venas y de 10 a 40 dinas/cm? para las arterias (20). Otra caracteristica importante
de las CE son las uniones intercelulares que median la adhesion y comunicacion intercelular.
Las dos principales uniones son las estrechas o también llamadas zonas ocludentes, y las
uniones adherentes. Un tercer tipo son las uniones gap, que son estructuras tipo canal,
compuestas por proteinas llamadas conexinas. Las uniones intercelulares en las CE de arteria

son mas estrechas que las de CE venosas (20).

En cultivos in vitro la monocapa de CE adquiere un patron que asemeja un piso de
adoquin. Las dimensiones de la célula son 30 a 50 um de largo, 10 a 30 um de ancho y tienen
un espesor de 0.1 a 10 um. En la Figura 3, se puede observar una monocapa de CE venosas
humanas tefiidos por inmunofluorescencia que muestran en azul los nticleos, en rojo el factor

von Willebrand (vWF) y en verde vinculina (17).

Figura 3 Inmunofluorescencia monocapa de CE venosas humanas. Nucleos en azul, vVIWF en rojo y vinculina en verde

(17)
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La vinculina es una proteina del citoesqueleto de membrana en placas de adhesion

focal que estan involucradas en las uniones célula-célula y célula-matriz extracelular,

funcionando como conectores de moléculas de adhesion integrina al citoesqueleto de actina.

Su participacion activa en la respuesta inmune no se limita al simple transporte de las células

inmunes, ellas no fagocitan y no producen anticuerpos. Sin embargo, las células endoteliales

coordinan la respuesta inmune (16).

Las funciones principales del endotelio son la hemostasia, mantener el tono vascular,

coordinar la respuesta inmune, y la angiogénesis:

l.

Hemostasia. Para mantener su funcion de barrera y prevenir la entrada de patogenos
y evitar su diseminacion sistémica, sus uniones deben mantenerse apretadas y ser
rapidamente reparadas después de la ruptura de un vaso. Esto se logra en conjunto
con las plaquetas y activando la coagulacion, sin embargo, este proceso debe estar
regulado, ya que en su estado basal el endotelio es anticoagulante, solo se activa la
coagulacion cuando existe dafio de la pared vascular. La agregacion plaquetaria es a
través de moléculas procoagulantes, principalmente el factor von Willebrand (vVWF),
las plaquetas poseen un receptor para el vWF (16).

Tono vascular. En condiciones de homeostasis, el tono vascular se regula a través del
equilibrio de sefales de vasoconstriccion y vasodilatacion para adaptar la presion
sanguinea y el flujo de acuerdo a los requerimientos. Las CE controlan el tono
vascular enviando sefales paricrinas a las células musculares lisas de la pared
vascular mencionadas en el apartado de vasos sanguineos, de tal manera que cierran
o constrifien la luz del vaso o la dilatan. La principal vasocontrsictor es la endotelina,
peptido producido por las CE, la cual se libera en respuesta a sefales proinflamatorias.
El principal vasodilatador es el 6xido nitrico (NO), producido por la éxido nitrico
sintasa (NOS) a partir del aminoacido L-arginina. Existen tres isoformas de la NOS,
nNOS (neuronal), eNOS (endotelial) e iNOS (inducible por citokinas) (16). En
condiciones normales, la eNOS mantiene el tono vascular y el flujo sanguineo.
Cuando el endotelio es disfuncional no se produce NO, esto se asocia al desarrollo de
aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares (21). La misma eNOS genera

especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) generando estrés
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oxidativo, el cual a largo plazo genera un estado pro-inflamatorio cronico que
contribuye a la formacion de la placa aterosclerética (16).

Respuesta inmune. Las CE expresan receptores de la respuesta inmune innata,
incluyendo la familia de receptores toll-like (TLR), que reconocen patrones
moleculares asociados a patogenos, cuando son estimulados desencadenan una
respuesta proinflamatoria. Las CE median cambios estructurales en sus moléculas de
adhesion para incrementar la permeabilidad vascular, producir citokinas
inflamatorias, presentacion de moléculas de adhesién para reclutar leucocitos y

promueven un estado procoagulante (22).

Una de las funciones principales de las CE en la respuesta inflamatoria es la
leucoféresis o transicion coordinada y organizada de leucocitos a través de la pared
vascular hacia el tejido dafiado o infectado. Para ello las CE expresan moléculas de
adhesion, principalmente las selectinas (tipos L, P y E), las cuales facilitan la

migracion transendotelial de los leucocitos durante la inflamacion (16).

Angiogénesis. La angiogénesis se define como la formacion de vasos sanguineos a
partir de vasos preexistentes, se produce en diversas situaciones: en etapa
embrionaria, durante el crecimiento y desarrollo, en reparaciéon de tejidos y
restauracion de metabolitos y oxigeno en tejidos isquémicos o inflamados. La
angiogénesis es un proceso secuencial de vasodilatacion, degradacion de membrana
basal, migraciéon de CE, quimiotaxis, incremento de la permeabilidad vascular,
proliferacion de CE y formacion del vaso (17). La angiogénesis esta estrechamente
relacionada con la membrana basal y la matriz extracelular (MEC). Primero las CE
adoptan un fenotipo proteolitico, secretan metaloproteasas de matriz que destruye la
membrana basal, de esta forma las CE pierden contacto con la laminina de la
membrana basal y quedan expuestas al colageno intersticial, que induce

reorganizacion del citoesqueleto para iniciar la morfogénesis de un brote (17).

Las CE deben ser activadas, iniciando la migracion de una capa sencilla de CE hacia

un gradiente de VEGF-A, el cual se produce bajo condiciones de hipoxia (23). Los
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nuevos vasos son formados a partir de brotes que se forman en células punta o tip, la
cual es migratoria e invasiva, desarrolla multiples filopodias que expresan receptores
VEGFR-2 para VEGF-A que sensan el gradiente de VEGF. Las CE activadas VEGF-
A/VEGFR-2 expresan el ligando-Notch DLL4, el cual previene el exceso de
angiogénesis (24). Las células punta son seguidas por las células tallo o stalk (Figura
4). Estas son altamente proliferativas, su funcién es formar el vaso y su lumen.
Cuando un brote encuentra a otro se anastomosan y la sangre puede comenzar a fluir
en los nuevos vasos (25). Posteriormente las CE desarrollan un fenotipo no migratorio
y quiescente (17). Los macrofagos también estimulan y mantienen la angiogénesis a

través de la produccion de IL-19 y de VEFG por los monocitos (25).

Células tip o Células stalk o

punta: tallo

e CE Unica e VEGF-A

e Numerosos estimula su
filopodias ricos proliferacion.
en actina. e Forman la luz

e VERGF-2 en vascular.
filopodias e Establecen

e Pierden luz uniones
vascular. adherentes.

e Raro que e Depositan
proliferen. { | | | | J membrana

basal.

Figura 4 Diferencias fenotipicas entre células tip y stalk. La cabeza de las células punta o tip (verde) extienden filopodias
hacia el gradiente VEGF-A (naranja) y células tallo o stalk (moradas) forman el vaso y el lumen (24).

Las interacciones célula-célula y célula-matriz determinan el estado de la actividad
endotelial, lo cual apoya una de sus funciones: la de mantener la integridad de la monocapa.
Bajo condiciones normales la inhibicion por contacto de la monocapa integra previene la
proliferacion de las células endoteliales. Ademas, la membrana basal forma una barrera fisica
que separa el endotelio del espacio extravascular. Cuando la interaccion célula-célula normal
es removida, por ejemplo, por descamacion, inicia la replicacion de las células endoteliales

(26).
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Los macrofagos son células que residen en casi todos los tejidos del cuerpo, y como resultado
de su adaptacion a los diferentes microambientes celulares, adoptan diferentes morfologias
y llevan a cabo diferentes funciones. A pesar de su heterogenicidad, todas provienen de
células madre hematopoiéticas pluripotenciales, que se diferencian a células fagociticas
mononucleares. El factor estimulante de colonias tipo 1 (CSF-1) es el factor de crecimiento
primario que regula la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las células fagociticas
mononucleares (27). Los macréfagos son células moviles que juegan una gran variedad de
papeles en la vigilancia inmunolégica y en el desarrollo normal de los tejidos debido a que
secretan una gran diversidad de citoquinas y factores de crecimiento, ademas fagocitan
material extrafio y células apoptdticas. La movilidad intersticial y transendotelial es
indispensable para su funcidon debido a que se tienen que movilizar a sitios especificos que

los demanden (27).

Tradicionalmente a los macréfagos se les clasifica en macrofagos con fenotipo M1 o
proinflamatorio y fenotipo M2 o antiinflamatorio (28). Los macrofagos M1 son tipicamente
polarizados por citoquinas Thl, tales como interferon (INF-y), factor de necrosis tumoral
(TNF) y complejos moleculares asociados a patdogenos incluyendo los lipopolisacaridos y
lipoproteinas. Los macrofagos M1 producen altos niveles de citoquinas proinflamatorias,
tales como, IL-1, IL-6, IL-12, IL-23 y TNF. La activacion cronica de los M1 puede inducir
el sistema NADPH oxidasa y promover la generaciéon de ROS y NO, provocando dafio
cronico tisular e impidiendo la reparacion. En este punto son necesarios los macrofagos M2
para contrarrestar la respuesta inflamatoria y modular la inflamacion, acelerando la
angiogénesis y fibrosis, promoviendo la reparacion tisular (29). Los macrofagos M2 son

inducidos en respuesta a citokinas Th2, incluyendo IL-4, IL-13 e IL-33 (29).

2.4 Caracterizacion molecular de células endoteliales.

Las CE poseen en su superficie marcadores moleculares especificos como la cadherina
endotelial vascular (CD144), el factor von Willebrand (vWF), molécula de adhesion
plaquetaria de CE (CD31) y los receptores de factores de crecimiento endotelial vascular

(VEFG-R). El CD144 es una molécula de adhesion especifica de las CE, localizada en las
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uniones intercelulares, es esencial para mantener la integridad de la capa celular y
angiogénesis por ser parte constitucional de las uniones adherentes e interactuar
intracelularmente con el citoesqueleto y con proteinas de sefializacion. El CD3lesta
ampliamente expresado en CE, es miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas, es una
glucoproteina transmembranal de 130 kDa, también llamada PECAM-1 (molécula de
adhesion celular plaquetaria-1), se encuentra también en la superficie de plaquetas,
monocitos, macrofagos y neutréfilos. En CE es un constituyente de las uniones intercelulares,

regula la permeabilidad paracelular y la angiogénesis (4).

El vWF es una proteina multimérica que juega un papel importante en la hemostasia y
trombosis. Es una proteina mediadora de la adhesion plaquetaria al subendotelio en sitios de
lesion vascular, también une y estabiliza al factor VIII en la circulacion. Se almacena en los
cuerpos intracitoplasmicos de Weiben-Palade. El vWF es utilizado como un marcador
inmunohistoquimico de CE encontrandolo expresado fuertemente en venas, y en orden
decreciente en arterias, arteriolas, capilares y vénulas (30). Ademas del vWF producido por
las CE, también las plaquetas lo producen, el 85% del vWF presente en plasma deriva de las
CE y el 15% restante de las plaquetas (31). En los cultivos celulares las CE la expresion de

vWF y CD31 se caracterizan por su habilidad de formar tubos (30).

Los VEGFs son glucoproteinas heterodiméricas secretadas de 40 kDa que promueven
la angiogénesis (32). Las VEGFs son una familia de 5 miembros: VEGF-A hasta D y el factor
de crecimiento placentario (PIGF). Existen tres distintos receptores transmembranales de
VEGF con actividad tirosin quinasa en sus regiones citoplasmicas. La unién de VEGF al
receptor promueve su dimerizacion y actividad quinasa desencadenando una cascada de
sefalizacion que influye en las funciones de las células endoteliales. VEGFR1 se encuentra
expresado en monocitos y macréfagos y se relaciona con la quimiotaxis y la regulacion de
VEGFR2. VEGFR3 se localiza en células endoteliales linfaticas. El receptor VEGFR2
(también llamado KDR o Flk-1) se encuentra preferentemente en células endoteliales
vasculares y se encarga de la sefializacion de angiogénesis en respuesta al VEGF-A, por
medio de proteinas G que activan a las proteinas Rho y Rap que estimulan la proliferacion y

la migracion. La activacion de RhoA contribuye a la hiperpermeabilidad endotelial inducida
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por VEGF. Por otro lado la proteina Rapl amplifica los efectos del receptor VEGFR2
promoviendo su activacion por medio de la molécula integrina av3, que es requerida para

la angiogénesis inducida por VEGF (33).

Los macrofagos M2 comprenden varios subtipos: M2a, M2b y M2c. Los M2a y M2b poseen
funciones reguladoras inmunes porque estimulan la actividad anti-inflamatoria de los
linfocitos Th2 y son inducidos por las IL-4 e IL-13. Mientras que los M2c son inducidos por
la IL-10, su funcidn principal es la remodelacion tisular y la supresion de la reaccion inmune
inflamatoria a través de la secrecion del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f) y

de IL-10 (34).

2.5 Fisiopatologia de la aterosclerosis.

La patogénesis de la AS es compleja y sus principales componentes son la acumulacion de
lipidos y la inflamacion crénica de la pared arterial. Los factores de riesgo asociados a la
generacion de la placa o aterogénesis son: niveles elevados de colesterol, principalmente la
lipoproteina de baja densidad o LDL, diabetes mellitus, hipertension arterial tabaquismo

(35).

La disfuncion del endotelio provocada por la turbulencia del flujo sanguineo en zonas de
flexion o bifurcacién de las arterias, conduce al reclutamiento de células inmunes como los
monocitos circulantes que se adhieren a la zona afectada de endotelio arterial, penetran dicha
capa y se diferencian en macrofagos que participan activamente en la internalizacion de las
LDL a través de la fagocitosis dando origen a células espumosas que son abundantes y
caracteristicas de la placa aterosclerotica, los macréfagos y el endotelio contribuyen en la
produccion local de mediadores de la inflamacion. Las células del musculo liso de la pared
vascular arterial involucradas en este proceso patoldgico sufren un cambio fenotipico
adquiriendo propiedades proliferativas y secretorias, también existe un incremento en el
deposito de matriz extracelular en la capa subendotelial de las placas aterosclerodticas por
parte de los pericitos vasculares (Fig. 5) (8). En forma adicional, LDL oxidados inducen

necrosis en las células espumosas lo cual conduce a la formacion de un ntcleo o core
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necroético, caracteristica distintiva de inestabilidad de una placa avanzada, esto lleva a ruptura
de la placa y consecuentes eventos vasculares que requeriran tratamientos de por vida (36).

Las CE de la placa de aterosclerosis presentan el proceso de angiogénesis como resultado de
hipoxia dentro de la placa, también la inflamacion contribuye al proceso de
neovascularizacién ya que los macrofagos/monocitos, neutréfilos y linfocitos T que secretan
VEGF y TNF los cuales estimulan la activacion, proliferacion y migracion de células
endoteliales vasculares promoviendo la angiogénesis, indicando que la inflamacion esta
ligada a dicho proceso (37). Existen evidencias de la expresion de VEGF-D en macrofagos,
el cual promueve la neovascularizacion en la placa de ateroma (38). Con se puede concluir

que las CE de las placas de ateroma conservan su capacidad angiogénica.
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Figura 5 Actuacion de los macrofagos en diferentes etapas de progresion de la aterosclerosis. La aterosclerosis es iniciada
por el deposito subendotelial de lipidos. Los monocitos circulantes son reclutados en la lesion por adhesion a células
endoteliales activadas e ingresan al espacio subendotelial. Dentro de la placa los macrofagos fagocitan los lipidos
depositados y se transforman en células espumosas, formando lesiones ateroscleroticas tempranas. Los macrofagos en la
lesion inducen una respuesta inflamatoria, promueven mayor deposito de lipoproteinas, alteracion de la matriz
extracelular, manteniendo un proceso inflamatorio cronico. LDL oxidados (oxLDL) inducen necrosis de las células
espumosas, lo que constituye el centro necrotico, que conducen a inestabilidad y ruptura de las placas avanzadas.
Abreviaturas: CCL: ligando de quimiokinas; ECM: matriz extracelular; ER: reticulo endoplasmico; Fas-L: ligando Fas,
ICAM: molécula de adhesion intercelular; IFN: interferon; IL: interleucina;, KLF4: Kruppel-like factor 4; MMP: matriz
metaloproteinasa; NF-xB: factor nuclear de kappa B; NLRP3: leucina-rico repeat pyrin dominio rico en leucina repetido
pirina- 3; oxLDL: lipoproteinas de baja densidad oxidadas; PSGL-1: ligando 1 de glucoproteina P-selectina; ROS:
especies reactivas de oxigeno; SMC: células de musculo liso; SR-A: receptor tipoA scavenger; TNF': factor de necrosis
tumoral; TLR: receptor tipo toll; VCAM: molécula de adhesion celular vascular; VLA-4:antigeno 4 muy tardio (36).
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2.6 Marcadores de los fenotipos de macréofagos.

Los marcadores utilizados para macrofagos M1 son CD64, CD86. Los marcadores para M2
incluyen CD206 (un receptor de manosa), CD163, el cual estd involucrado en la depuracién
de los complejos hemoglobina-haptoglobulina. Este receptor tipo “scavenger” o carrofiero es
necesario para eliminar la hemoglobina después de la hemorragia intraplaca. El marcador
CD36 es considerado un marcador importante de las células espumosas, las cuales también

tienen baja expresion de los marcadores CD206 y CD163 (39).

2.7 Endoprotesis vasculares.

Las placas ateroscleroticas pueden reducir la luz de los vasos sanguineos conduciendo
a isquemia y cambios metabolicos en los tejidos irrigados. El desarrollo de trombosis en la
placa puede tener consecuencias fatales (40). Con la intencidn de alterar la historia natural
de la AS, se desarroll6 la técnica de angioplastia con globo, sin embargo, este procedimiento
causa dafno endotelial y promueve la reestenosis en semanas o meses después de la
intervencion, ademas puede provocar complicaciones agudas como diseccion arterial. Para
combatir estos efectos y reducir la extension del dafio se ha incorporado el uso de
endoprotesis vasculares o stents, que proporcionan soporte rigido a la luz arterial (41). La
colocacion de la endoprotesis modifica la lesion estendtica o estrechamiento y altera la

arquitectura arterial, induciendo dafio arterial distinto al provocado por la angioplastia (42).

Las endoprotesis vasculares se dividen en endoproétesis metalicos descubiertos (BMS) o de
primera generacion, y en endoprotesis fairmaco-eluyentes (DES). Los BMS permanentes
estan hechos de acero inoxidable y aleaciones de Cobre-cobalto y se colocan con balén
expandible y de aleaciones de Niquel-Titanio (Nitinol) las endoprotesis autoexpandibles
(43). Las BMS promueven la proliferacion de células vasculares de musculo liso, la
acumulacion de macrofagos y neovascularizacion, dando origen a un mayor desarrollo de la
placa o reestenosis in situ del stent (ISR). La ISR vuelve a precipitar el mismo cuadro clinico

en el paciente en un pico maximo de 6 meses posteriores a la colocacion del BMS. Por este
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motivo se desarrollaron las endoprotesis farmaco-eluyentes (DES) con materiales avanzados
y con propiedades antiproliferativas que traten de prevenir las complicaciones vasculares a
corto plazo, la hiperplasia neointima y la trombosis (42). Los farmacos utilizados en los DES
son la rapamicina (sirolimus) y el paclitaxel, los cuales reprimen la proliferacion excesiva de
las células vasculares musculares, pero también ocasionan disfuncién de las células
endoteliales, esto contribuye a la re-endotelizacion tardia y a trombosis tardia en la
endoprotesis (44). Ademas, el uso de los DES se asocia a una patologia conocida como
neoaterosclerosis, que es independiente de la aterosclerosis nativa (45). La neoaterosclerosis
se caracteriza por una rapida progresion de la placa conduciendo a la formacién de un
fibroateroma que crece en la superficie luminal, caracterizado por la acumulacion de
macrofagos y de células espumosas (46). Esta neoaterosclerosis predispone a la ISR y

oclusion trombotica cronica por fisura o ruptura de la placa (47).

En varios estudios realizados se ha demostrado el beneficio del uso de endoprotesis
vasculares en la arteria femoral superficial (AFS) sobre la angioplastia, sin embargo, la
endopratesis presenta un indice de reestenosis en un afio con un rango de 18 a 37%. La ISR
es un problema que afecta el seguimiento a mediano y largo plazo de la endoprétesis de la

AFS (48).

2.8 Modelos y biomateriales para estudio de células endoteliales y macrofagos.

Los implantes vasculares pueden ser con la intencion de introducir firmacos o células,
para brindar soporte mecanico o reemplazar vasos sanguineos, entrando en contacto directo
con el flujo sanguineo y el endotelio. Por lo tanto, se hacen distintos modelos de estudio para

evaluar la funcionalidad de las CE, se sintetizan en la Figura 6 (4).

28



Condiciones ambientales

H Proliferacion y viabilidad, formacién de
Adhesién (=
monocapa

3 . Vasculogénesis

Condiciones co-cultivo

¢ (3 Shear estrés

¥ . Migracidn
bc‘\o > 9 3 -
& > . R . .
F —> ’ s =3 - . J <
& > 3 R 4 K p .

> - LJ -~ - 4 - -
Expresion genética, o Angiogénesi
funcién celular 3 . Lalzrsk

Biomaterial 3

Inflitracién o transmigracion

Figura 6 Modelos de estudio comunmente utilizados para la caracterizacion de CE en regeneracion vascular, de tejidos
blandos y 6seos (4). Los pardmetros marcados en negro se utilizan para caracterizacion, en azul los que son importantes
para regeneracion vascular y en verde los que se utilizan para regeneracion de tejidos blandos y hueso.

Los principales criterios en la eleccion del material de la superficie de la endoprotesis
vascular es que debe evitar la agregacion plaquetaria y debe ser tromborresistente. Para la
eleccion del material de la superficie de la endoprotesis, este debe permitir su integracion
total y facilitar la endotelizacion, a través de la migracion celular (49). Estudios previos con
NTs de TiO2 demuestran que los NTs promueve la endotelizacion e inhibe la proliferacion
de células de musculo liso y la agregacion plaquetaria (50). Estudios realizados por Sprague
demuestran que las superficies rugosas aumentan la migracion de células endoteliales al
doble que las superficies lisas (51). Esto indica que la topografia de la endoproétesis puede
regular la endotelizacion. En un estudio realizado por Brammer, se compararon dos
superficies de Titanio, una plana y una superficie nanoestructurada de TiO> con NTs
preparados por anodizado, en el que concluyen que los NTs presentaron mayor
endotelizaciéon y migracién celular sobre la endoprotesis (49). En otros estudios de
neovascularizacion sobre implantes dentales in vitro sobre NTs de TiO>de 70 nm de diametro
obtenidos por el método de anodizado, se concluye que promueven la actividad endotelial in
vitro, lo que sugiere que puede mejorar la angiogénesis in vivo para hacer mas rapido el

proceso de osteointegracion (5).
El anodizado es un método electroquimico que permite la formaciéon de nanotubos

organizados, alineados y ordenados a lo largo de la superficie del metal. Estos crecen en un

medio acuoso con iones fluoruro y electrolitos organicos, usualmente se usan dos o tres
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electrodos en una celda electroquimica, en donde el Ti o la aleacion de Ti es el anodo, la hoja
de platino es el catodo, y en el caso de tres electrodos, la celda con un electrodo de Ag/AgCl
como electrodo de referencia. Se aplica un potencial constante con una fuente de poder, la
transicion de nanoporos a nanotubos en funcion del incremento en el periodo de anodizacién

se muestra en la Figura 7 (52).
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Figura 7 Configuracion del anodizado (a), mecanismo de separacion de paredes de los poros durante la anodizacion (b),
transicion de nanoporos a nanotubos en micrografias SEM (c) (52).

Los materiales nanoestucturados promueven estrategias para mejorar el proceso de
angiogénesis. El anodizado incrementa el area de superficie, aumenta la resistencia a la
corrosion al igual que la rugosidad, disminuye el éangulo de contacto (aumenta
humectabilidad) y mejora la biocompatibilidad comparada a superficies no modificadas. Un
estudio realizado con nanoestructuras de NTs de TiO, de ~70 nm de diametro, por el método

de anodizado en un modelo de endotelio in vifro, mostrdé un incremento en la activacion de
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factores angiogénicos (Fig. 8), y sus resultados sugieren que el Ti y el O estan

intrinsecamente involucrados en el proceso de angiogénesis de materiales hechos con TiO;
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Figura 8 Representacion esquematica que ilustra los efectos de los nanotubos (NT) anodizados de TiO> mejorando el
proceso angiogénico en términos de formacion de una monocapa, viabilidad, proliferacion y activacion de factores
endoteliales comparada con una superficie de oxido de Titanio (Ti6AI4V) no anodizada (35).

Se considera un paso critico que el biomaterial de la endoprotesis promueva la regeneracion
del endotelio, ya que la capa de células endoteliales modula la hemostasia local, la
trombolisis y la proliferacion de células musculares vasculares en respuesta al dafio vascular
(53). Por lo tanto, una rapida cobertura con células endoteliales de la endoprotesis es

requerida para evitar la trombosis y la reestenosis (44).
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2.9 Interaccion célula-nanoestructura.

Se requiere una apropiada respuesta celular hacia la superficie del material implantado para
que ocurra una adecuada regeneracion tisular e integracion. Cuando se implanta una
superficie, es inmediatamente recubierta por proteinas procedentes de sangre y de liquido
intersticial, dando lugar a la formacion de una capa de proteinas por medio de la cual las
células perciben la superficie extrafa. Las principales proteinas que recubren la superficie de
diversos biomateriales, son la fibronectina y vitronectina, ambas proteinas de adhesioén
extracelular, las cuales ayudan en los procesos de adhesion, morfologia y migracion celular
indispensables para la regeneracion tisular (54). Las CE también utilizan estas moléculas de
adhesion celular para promover la migracion por medio de las moléculas VEGFs. Como se
ha mencionado anteiormente VEGF estimula la proliferacion selectiva de las CE, es
quimiotactico para monocitos/macrofagos, y es indispensable para el proceso de

angiogénesis (55).
Las superficies con NTs presentan una alta densidad de cargas negativas lo que facilita las

interacciones electrostaticas con los cationes divalentes de la fibronectina y vitronectina y

también la absorcion celular mediada por integrinas a dicha estructura de Ti. (figura 9) (52).
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Figura 9 Representacion esquematica de la adhesion de fibronectina, vitronectina y proteinas con las cargas de los NTs
de TiO: (52)

Sin embargo, las CE son conocidas por su escasa adhesion y lento crecimiento sobre

biomateriales (56). Para mejorar la biocompatibilidad se han realizado estudios de los grupos
funcionales de superficie y se ha encontrado que las superficies funcionalizadas con grupos

carboxilo (COOH) mejoran la adhesion celular y la proliferacion de células endoteliales (56).

Por otro lado, los macrofagos forman parte de la respuesta inmune innata y son las principales
células reclutadas cuando se coloca un biomaterial, principalmente los tipos M1 o
proinflamatorios, cuando su presencia es prolongada conducen a una reaccidon a cuerpo
extrafio severa, formacion de granuloma y encapsulacion fibrosa resultando en inflamacién

cronica y falla en la integracion del biomaterial implantado. Lo que afecta a los biomateriales

regenerativos, cuyo objetivo es reemplazar el tejido perdido o dafiado y evitar la formacion
de una cicatriz (57).

33



La presencia de macrdéfagos M2 o antiinflamatorios puede ayudar en la vascularizacion de
biomateriales regenerativos inhibiendo la formacion de tejido fibroso, con esto mejoran la
integracion del biomaterial y lo hace cumplir su objetivo (58). Se ha sugerido que un radio
M2:M1 elevado en la proximidad del biomaterial implantado conduce a una mejor
remodelacion (57), pero la presencia prolongada de los macréfagos M2 conduce a la

formacion de células gigantes de cuerpo extrafio (59).

2.10 Influencia de la topografia de superficie sobre la activacion de los macréfagos.

La topografia de la superficie regula el comportamiento de los macrofagos y la respuesta
inmune. Se ha reportado que los NTs tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad
proinflamatoria de los macrofagos cuando son comparados con superficies lisas (60). Las
superficies hidrofilicas de biomateriales promueven el fenotipo antiinflamatorio o M2, y
también disminuyen la adhesion de macrofagos. Las superficies de NTs super-hidrofilicas
disminuyen la proliferacion de los macréfagos y la respuesta inflamatoria, € incrementan la

secrecion de moduladores de reparacion de heridas (61).

2.11 Papel de los macrofagos en la endotelizacion de endoprotesis vascular.

La rapida endotelizacion o formacion de tejido endotelial en la endoproétesis es crucial para
garantizar su buen funcionamiento. El mecanismo primario de este fendémeno involucra el
reclutamiento de macrofagos activados como parte de la respuesta inmune que provoca el
dafio vascular cuando se coloca la endoprotesis, la cual contribuye a que se desencadene el
mecanismo de re-estenosis. Esto indica que hay una conexion entre la respuesta inmune y la
funcionalidad de las CE (62). La direccion de la polarizacion de los macrofagos activados
conduce a remodelacion vascular, produccion de superoxido o especies reactivas de oxigeno
y disfuncion endotelial. Estos cambios son asociados a retraso en la re-endotelizacion y
contribuyen a inestabilidad neointima tardia e incremento del riesgo de trombosis tardia en
la endoprotesis (63). Por lo tanto, la inmunomodulacion de los macrofagos puede mejorar la

funcionalidad de las CE (62).
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Los macrofagos también se asocian al desarrollo de complicaciones por la colocacion de la
endoprotesis, ya se ha mencionado que la colocacion de la endoprotesis dafia la pared
vascular, esto induce inflamacion local lo que estimula la proliferacion de células musculares
lisas vasculares y deposito de matriz extracelular, resultando en un engrosamiento de la

neointima y reestenosis (64).

2.12 Métodos de esterilizacion de las superficies de Titanio.

En la clinica los biomateriales que van a ser implantados deben pasar por un proceso de
esterilizacion. Usualmente primero se hace una limpieza para eliminar residuos de sangre,
polvo o proteinas de la superficie, y la esterilizacion se hace posteriormente con el objetivo
de eliminar o detener la reproduccion de microorganismos que incluyen bacterias, esporas y
hongos. Existen diferentes métodos de esterilizacion disponibles, cada uno con diferentes
mecanismos de accion. Dependiendo de las propiedades del material cada método de

esterilizacion debe ser elegido cuidadosamente (65).

El método de autoclave es un método fisico de esterilizacion, en donde los organismos vivos
son expuestos a condiciones insostenibles de temperatura, presion y tiempo (121°C, 18 psi,
20 min). Sin embargo, su eficacia puede variar dependiendo de la densidad del material,

volumen y tamaio de la autoclave (66).

La luz ultravioleta (UV) también es utilizada para esterilizacion de superficies. La region de
longitudes de onda corta de alta energia, 280-100 nm, son usadas para eliminar bacterias
debido a que inducen la formacion de dimeros de timina, inhibiendo la replicacion del DNA

(67).
El etanol a 60-80% (v/v) es eficaz contra la mayoria de las contaminaciones por bacterias y
virus, con el uso de inmersion con etanol solo se elimina la contaminacidn superficial, y se

puede afectar la quimica de superficie (68).

En la autoclave la temperatura del material presenta un gran incremento debido a la

aplicacion de vapor caliente. La camara debe permanecer cerrada hasta que el calor se enfrie
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y alcance la temperatura ambiente. Por lo tanto, la autoclave no es recomendado para

biomateriales sensibles al calor (69).

La limpieza y esterilizacion pueden ocasionar cambios en las propiedades de superficie de
los biomateriales. La autoclave provoca el depdsito de una capa de carbono sobre la
superficie esterilizada provocando un aumento de la hidrofobicidad lo que afecta la

compatibilidad celular (65).
Se ha demostrado que la esterilizacion de superficies nanoestructuradas de TiO> con rayos

UV incrementa la capacidad hidrofilica, la capacidad de adhesion proteica, la adhesion y

proliferacion en etapas tempranas de fibroblastos cultivados en estas superficies (70).
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OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Objetivo General:

Evaluar la reendotelizacion en superficies de TiO» nanoestructuradas de modelos de

endotelio aterosclerotico y no aterosclerético in vitro y la polarizacion de la linea celular

RAW 264.7 hacia fenotipos M1 y M2 sobre superficies nanoestructuradas de TiO;

esterilizadas con diferentes métodos.

Objetivos Especificos:

1.

10.

11.

12.

Elaborar y aprobar el protocolo clinico ante el CNIC del IMSS a nivel
nacional para la obtencion de muestras de arteria aterosclerotica humana.
Aislar células endoteliales provenientes de arteria y vena femoral superficial
de pacientes con enfermedad arterial periférica con isquémia critica.
Mantener y expandir cultivo celular primario de las células aisladas.
Caracterizar las CE aisladas por inmunofluorescencia con anticuerpos contra
factor de von Willebrand.

Evaluar el proceso de reendotelizacion sobre superficies de NTs de TiO; de
CE aisladas con microscopia electronica de barrido (SEM).

Evaluar el citoesqueleto y las uniones intercelulares por inmunofluorescencia
con faloidina y vinculina de CE aisladas sobre superficies de NTs.

Andlizar la viabilidad de CE aisladas de paciente con AS sobre superficies de
NTs de TiO2 por ensayo MTT y Mito Tracker.

Esterilizar con autoclave, rayos ultravioleta y etanol al 70% las superficies de
NTs de TiO>

Evaluar la viabilidad de los macrofagos RAW 264.7 sobre superficies de NTs
de TiO; esterilizadas con los tres métodos (autoclave, UV y etanol) por
ensayos MTT.

Evaluar la morfologia de los macrofagos RAW 264.7 sobre superficies de
NTs de TiO; esterilizadas por SEM.

Andlizar el citoesqueleto de macréfagos RAW 264.7 sobre superficies de NTs
de TiO; esterilizadas con los tres métodos por inmunofluorescencia.

Evaluar la polarizacion de macrofagos RAW 264.7 hacia los fenotipos M1 o

M2 en las superficies de NTs de TiO; esterilizadas con los tres métodos.
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13. Evaluar por métodos estadisticos las diferencias entre cada uno de los

modelos de estudio para determinar si son significativos.
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CAPITULO 3

Evaluacion de células endoteliales aisladas de paciente con aterosclerosis
sobre superficies de nanotubos de TiO2

3.1 ESTADO DEL ARTE

Las endoprotesis vasculares son comunmente utilizadas para el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares, que son la principal causa de muerte en el mundo. Sin embargo, este
tratamiento es frecuentemente asociado con complicaciones tales como, reestenosis
secundaria a trombosis y a la proliferacion de células musculares lisas. Estas complicaciones
retrasan el proceso de endotelizacion y constituyen un grave problema clinico (71). El dafio
y la disfuncion de las CE ocurre por dos razones, una provocada por la misma aterosclerosis
que llevo al paciente a requerir la endoproétesis y la otra por el dafio agudo de la pared vascular
durante su colocacion. Por lo tanto, son altamente deseados los dispositivos vasculares que
supriman la inflamacion y la proliferacion de células musculares lisas o que promuevan la

endotelizacion (2).

Con el objetivo de estudiar la endotelizacion sobre superficies nanoestructuradas, se han
llevado a cabo numerosos estudios. Debido a la gran heterogenicidad tanto en morfologia
como en funcidn, que presentan las células endoteliales, un solo modelo celular no es

suficiente para realizar inferencias generalizadas ni para la medicina translacional.

La mayor parte de los modelos in vitro que se reportan como modelo de estudio en la
literatura son en células endoteliales que son aisladas de vena umbilical (HUVEC) y de lineas
celulares inmortalizadas de uso comercial y solo un escaso numero de investigaciones son
con células endoteliales aisladas de pacientes. Es importante contar con modelos de células
endoteliales de pacientes con aterosclerosis, para evaluar su capacidad de reendotelizacién
en superficies de biomateriales, de esta forma se puede verificar si conservan su capacidad

proliferativa, ya que estos pacientes son los que finalmente recibiran la endoprotesis vascular.

Por lo anterior es relevante estudiar el proceso angiogénico de CE aisladas de arterias con

aterosclerosis frente a biomateriales nanoestructurados con el objetivo de mejorar el proceso
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de neovascularizacién de tejidos isquémicos y asi ofrecer mejores prototipos de endoprotesis
vasculares para pacientes con aterosclerosis y evitar complicaciones como la isquemia critica

que conduce a amputacion de extremidades.
El proposito del presente estudio fue evaluar CE de pacientes EVP sobre superficies

nanoestructuradas de TiO; con la finalidad de determinar si las CE conservan funcionalidad

y son capaces de llevar a cabo una adecuada endotelizacion en la endoprotesis.
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3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Diseno de estudio.
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3.2.2 Sintesis de nanotubos de didxido de Titanio (NTs).

La sintesis de NTs se realizo como se ha descrito en estudios previos (72). Discos de Ti6Al4V
de 1 cm de didmetro y 1 mm de grosor fueron pulidos con papel lija SiC (100-2000 arena).
A continuaciodn, las muestras se colocaron en una celda especial de 125 ml y se anodizaron
utilizando agua superoxidada (Microdacyn 60® Oculus technologies, Guadalajara, JAL,
MEX) a pH de 6.8, enriquecido con 10 mg/L NH4F (Sigma3 Aldrich, USA) y 100 mg/L
NaCl (Sigma-Aldrich, USA). Se aplicoé un potencial de 20 V con una fuente de poder DC
durante 5 min y una malla de platino como contra electrodo. El proceso se llevé a cabo a
temperatura ambiente. Al final del proceso las muestras anodizadas fueron lavadas con un
bafio ultrasonico de agua destilada durante 5 min para eliminar residuos de sales de fluorato,

se enjuagaron con alcohol isopropilico y se secaron en disecador por 12 h. Discos de Ti6Al4V
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sin anodizar fueron utilizadas como control. Todos los materiales de experimentacion fueron
esterilizados con rayos ultravioleta (UV-B, 30W) a una longitud de onda de 285 nm durante

30 min por cada lado.

3.2.3 Aprobacion por el Comité de Etica y toma de muestras de tejido vascular

Se obtuvieron muestras de arteria y vena femoral superficial con diferentes grados de placa
de aterosclerosis mediante biopsia por escision de especimenes anatomopatoldgicos
obtenidos por amputacion de pacientes con enfermedad arterial periférica diagnosticados con
isquemia critica. Los pacientes derechohabientes del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), los cuales autorizaron la toma de muestra de tejidos mediante consentimiento
informado aprobado por el Comité Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS, el 14 de
mayo de 2019 (numero de registro R-2019-785-035), con vigencia de un afio. Sin embargo,
debido a la pandemia COVID-19, se interrumpidé la toma de muestra en el periodo
comprendido de marzo a septiembre de 2020, por lo que se solicitd una reaprobacion a dicho
comité, que emitid su dictamen el 25 de mayo de 2020. Ambos dictdmenes y el

consentimiento informado estan incluidos en la seccion de Anexos.

Todas las muestras tomadas fueron anonimas y se etiquetaron con un namero de folio para
su identificacion. Los segmentos de arteria y vena se colectaron en tubo Falcon estéril con
solucion buffer fosfato salino (PBS 1X) y antibitticos al 1%, se trasladaron en hielo al
laboratorio de Biologia Molecular y Cancer del Instituto de Ingenieria de la UABC. Después
de la escision, se mantuvieron a 4°C y se procesaron dentro de un periodo maximo de 24

horas.

3.2.4 Técnica de tincion con hematoxilina y eosina

Un segmento transversal de arteria y uno de vena, de aproximadamente 0.5 cm de longitud,
fueron sumergidos en tubos eppendorf con una solucion acuosa de formaldehido al 37% para
fijar y conservar la estructura de los tejidos. Ambas muestras fueron infiltradas en parafina
para formar bloques, los cuales fueron cortados en finas secciones de 10 um con microtomo.

A continuacion los cortes se montaron en portaobjetos. Las muestras fueron tefiidas con
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hematoxilina y eosina, la hematoxilina se oxida a hemateina, la cual da un color morado en
estructuras ricas en acidos nucleicos como nucleo, ribosomas y reticulo endoplasmico rugoso
(73). La eosina tiene afinidad por las proteinas, da un color rosa y sirve para identificar
citoplasma y membranas celulares (74).

Los pasos de la tincidon con hematoxilina y eosina fueron los siguientes (74):

1. Desparafinado. Las muestras deben ser desparafinadas con xileno, se realizaron dos
inmesiones de 5 min de incubacion cada una.

2. Hidratacion. Los portaobjetos con las muestras fueron sumergidos en soluciones de
etanol y agua, con un porcentaje decreciente de etanol (100%, 90% y 70%).
Posteriormente fueron lavadas con agua desionizada.

3. Tincién de hematoxilina. Los portaobjetos fueron incubadas con una solucion de
hemalumbre durante 10 min, y después se lavaron con agua desionizada. Luego
fueron sumergidas en una solucion de alcohol acido (1% de HCI en etanol).
Posteriormente se lavaron con agua desionizada y cambiaron de color rojo claro a
azul grisaceo.

4. Tincion de eosina. Las muestras fueron introducidas durante 2 min en una solucién
de eosina y fueron enjuagadas con agua desionizada.

5. Deshidratacion. Los portaobjetos fueron sumergidos en soluciones de agua y etanol,
con porcentaje creciente de etanol (70%, 90% y 100%).

6. Aclarado. Las muestras fueron sumergidas en xileno, en dos inmersiones de 3 min
cada una.

Finalmente, las muestras fueron cubiertas con cubreobjetos y selladas para evitar
contaminacion y descomposicion. Posteriomente fueron examinadas con microscopio optico

a diferentes magnitudes.

3.2.5 Técnica de aislamiento de células endoteliales por digestion mecénica y enzimatica.

Bajo condiciones estériles y en campana de flujo laminar, se realizd diseccion de los
segmentos de arterias y venas femorales superficiales, retirando excedentes de grasa. Se
realizd corte longitudinal obteniéndo un segmento abierto, el cual se coloco en una caja de
Petri, se lavd con PBS, se cortaron en fragmentos pequefios de escasos milimetros y se

lavaron 8 a 10 veces con PBS. Los fragmentos fueron tomados con pinzas estériles y
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depositados en un tubo Falcon estéril con 2 ml de tripsina al 1% asegurando que quedaran
cubiertos totalmente. Posteriormente se incubaron a 37°C en agitacion continua durante 90
minutos. Las células liberadas en la tripsina se recuperaron en otro tubo Falcon estéril, se les
realizd un lavado con medio de cultivo M199, se centrifugaron a 2000 rpm durante 10
minutos, se descartd el sobrenadante y se resuspendié con 3 ml de M199 con suero bovino
fetal (SBF) al 10% y penicilina-estreptomicina al 1% (PS; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Posteriormente las células en suspension fueron colocadas en platos de cultivo de 5 cm de

diametro y se incubaron a 37°C y CO; al 5%, con cambio de medio cada 2 a 3 dias.

3.2.6 Cultivo celular primario

Las células cultivadas se mantuvieron con cambio de medio DMEM AL 10% de SBF cada
tercer dia hasta lograr una confluencia del 80%. Se procedio a realizar disgregacion celular,
se retird el medio y se lavd con PBS, se afiadio tripsina al 1%, se incub6 a 37°C y CO2 al 5%
durante 5 minutos, posteriormente se afiadi6 medio DMEM al 10% de SBF y se recuper6 en
un tubo Falcon estéril, se centrifugd a 2000 rpm durante 10 minutos, se retir6 el sobrenadante
y se resuspendio el precipitado con medio DMEM al 10% de SBF, las células resuspendidas
se colocaron en dos frascos T25, y se incubaron a 37 °C y CO2 al 5%. Una vez alcanzada la
confluencia del 80%, uno de los frascos T25 se destin6d para andlisis de viabilidad sobre
superficies de NTs a 24h, 72h y 5 dias. El otro frasco T25 se utiliz6 para anélisis por SEM,
las células restantes se resembraron hasta el pasaje 4 para realizar andlisis de citoesqueleto,
viabilidad mitocondrial y caracterizacion de endotelio por factor von Willebrand mediante

inmunofluorescencia.

3.2.7 Evaluacion de la morfologia celular por microscopia electronica de barrido (SEM).

Con el objetivo de evaluar los cambios fenotipicos de las células endoteliales aisladas y
cultivadas sobre las superficies pulidas y de NTs, se realizdo microscopia electronica de
barrido (SEM) a las 4 h, 24 h y 72 h de incubacion. Se sembraron 10,000 células por
superficie, una vez cumplido el periodo de cultivo, las muestras se lavaron 3 veces con buffer
cocadilato en frio durante 5 minutos cada una, posteriormente se colocaron en glutaraldehido

al 3%/paraformaldehido 2% en cocadilato durante 24 h a 4°C. Se lavé 3 veces con buffer
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cocadilato en frio durante 5 min cada lavado. Se realiz6 una postfijacion con glutaraldehido
4% en cocadilato 0.2 M- 3% K3Fe(CN)6 en agua destilada, volumen 1:1, durante 1 h en
hielo. Después de este periodo se lavo 3 veces con agua destilada, 5 min cada lavado en hielo.
Se incubd con Tiocarbohidrazida 0.5% por 20 min a temperatura ambiente, nuevamente se
lavo tres veces con agua destilada durante 5 min. Posteriormente, se incubo durante 30 min
con acetato de uranil acuoso al 1% a 4°C, 3 lavados de 5 minutos con agua destilada en hielo
y se iniciaron las deshidrataciones con etanol al 25, 50, 70 y 100% por 30 minutos cada uno,
a 4°C (75). Finalmente se dejaron las superficies cultivadas en disecador durante 24 h para

su posterior andlisis por SEM.

3.2.8 Inmunofluorescencia para caracterizacion de células endoteliales con anticuerpo
conjugado anti-factor von Willebrand.

Con el objetivo de caracterizar a las células endoteliales se realizd la identificacion del factor
von Willebrand intracitopldsmico por medio de inmunofluorescencia. Se sembraron 1x10°
células endoteliales sobre laminilla (portaobjetos) y se dejaron cultivando durante 72 h a
37°C y CO2 al 5%. Se lavd la laminilla 3 veces con PBS durante 5 min cada lavado.
Posteriormente, se fij6 con paraformaldehido al 4% durante 45 min a 37°C. Se lavo 3 veces
con PBS 5 min cada uno. Se incub¢ la laminilla con Triton x-100 al 1% por 30 min a 37°C.
Se lavo 3 veces por 5 min con PBS y se bloqued con albimina sérica bovina (BSA) al 1% en
campana estéril durante 2 h a 37°C. Se lavo 3 veces con PBS 5 min cada uno, finalmente se
colocé el anticuerpo conjugado anti-Factor Von Willebrand (Novus Biologicals Dyligth 488)
auna dilucién 1:100 en la laminillay se dejé 1 h a 37°C, posteriormente 30 min a temperatura
ambiente (TA) y finalmente a 4°C toda la noche, protegido de la luz. Al dia siguiente se
realizaron 3 lavados con PBS durante 5 min cada uno, se afiadié 600 ul del anticuerpo
conjugado y se dejoé incubando 20 min a TA protegido de la luz. Finalmente, se realizaron 3
lavados con PBS 5 min cada uno y un lavado final con agua destilada durante 15 min.
Posteriormente, se colocé una gota de medio para montar fluorescencia, se examinaron y

fotografiaron con microscopio de fluorescencia (Citoviva).
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3.2.9 Técnica de inmunofluorescencia para analisis de citoesqueleto y uniones intercelulares
de células endoteliales sobre superficies de NTs.

Con el objetivo de evaluar las fibras de estrés de actina y las uniones intercelulares en las CE
aisladas después de 24 h de cultivo sobre superficies de TiO; pulidas y con NTs, se estudiaron
las fibras de actina por medio de la faloidina y la vinculina, proteina citoplasmica de unién a
la actina, abundante en las uniones célula-célula. Las células de endotelio fueron sembradas
sobre superficies pulidas de Ti6Al4V y sobre NTs a una concentracion celular de 1.5x10*
células en cada una, cultivadas durante 24 h a 37°C y COz al 5%. Una vez cumplidas las 24
h las superficies cultivadas fueron lavadas tres veces con PBS, 5 min cada lavado, y fijadas
con paraformaldehido al 4% en PBS durante 45 min a 37°C. Una vez fijadas las muestras
fueron lavadas 3 veces con PBS, 5 min cada lavado. Se permeabilizaron con triton x-100 al
0.1% en PBS durante 30 min a 37°C, y se lavaron 3 veces con PBS. Se afiadi6 solucién de
bloqueo, BSA al 1% en PBS, en campana estéril y se dejo incubando 2 h a 37°C. Se realizaron
3 lavados con PBS. Finalmente, las células fueron incubadas con faloidina Alexa Fluor 488
a una dilucion 1:100 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) en solucion de bloqueo durante 45
min a temperatura ambiente y protegido de la luz para evaluar las fibras de estrés de actina.
Para vinculina se utiliz6 anticuerpo primario a una dilucién 1:100 (Abcam, Cambridge, MA,
USA) y se dejo incubando durante 2 h a temperatura ambiente, posteriormente se afiadio el
anticuerpo secundario Alexa Fluor 594 a una dilucion 1:1000 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) durante 1 h a temperatura ambiente (5). Una vez terminado el periodo de incubacién
las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS, se afiadio 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
Molecular Probes, Carlsbad, CA, USA) en PBS a cada superficie y se dejo incubando 5 min
a temperatura ambiente protegido de la luz. Finalmente, las superficies fueron lavadas 3 veces
con PBS, 5 min cada lavado y una vez con agua destilada durante 25 min. Las muestras
fueron invertidas en cubreobjetos con solucion de montaje de fluorescencia, examinadas y
fotografiadas con filtro verde (faloidina: actina), con filtro rojo (vinculina) y filtro azul

(DAPI: nticleo) por medio de microscopio de fluorescencia bajo magnificaciones similares.

3.2.10 Evaluacion de la viabilidad y proliferacion celular.

C¢lulas aisladas de arteria y vena pertenecientes al pasaje 2, fueron cultivadas en cajas de 96

pozos a 10,000 células por pozo durante 24 h. También, se cultivaron a 72 h en superficies
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lisas y de NTs, 15 000 células por superficie. Las células de vena del pasaje 4 se sembraron
sobre superficies lisas y con NTs a una concentracion de 15,000 células por superficie, y se
dejaron 24 h, 72 h y 5 dias en incubacion. Posteriormente se realiz6 el ensayo MTT en cada
uno de los cultivos, siguiendo el protocolo de Stockert con algunas modificaciones (76), que
mide la habilidad de las células viables de reducir la sal de tetrasolium soluble, 3-4,5
dimetiltiazol-2,5 difenil bromuro de tetrazolium (MTT), en un precipitado de formazan
insoluble por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa. Los cristales de formazan
color purpura se disolvieron en dimetil-sulféxido (DMSO) y se midid la densidad optica
(DO) con un lector de ELISA para estimar la actividad metabdlica de las células endoteliales
en ambas superficies a una longitud de onda de 590 nm y a 650 nm como linea basal. Todos

los experimentos se realizaron por triplicado.

3.2.11 Evaluacion de la viabilidad mitocondrial de células endoteliales sobre superficies de
NTs por inmunofluorescencia.

Para evaluar las mitocondrias en células vivas aisladas de endotelio y cultivadas a 24 h sobre
superficies de Ti6Al4V pulidas y con NTs, se realizd inmunofluorescencia con un derivado
de X-rosamina Mitotracker Red CMXRos (Invitrogen M7512, Carlsbad, CA, USA), el cual
penetra en las mitocondrias de células vivas y su acumulacion depende del potencial de
membrana. Las células de endotelio fueron sembradas sobre las superficies a 1.5 x10*
células en cada una durante 24 h a 37°C y CO; al 5%. Una vez cumplidas las 24 h, se retir6
el medio y se lavaron 3 veces con PBS durante 5 min, posteriormente se afiadié una solucién
a 100 nM de Mitotracker en DMEM solo a cada muestra y se dejaron incubando durante 45
min a 37°C. Se realizaron 3 lavados con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4% en
PBS durante 45 min a 37°C. Se efectuaron 3 lavados con PBS, las muestras fueron incubadas
con Triton X-100 al 0.1% en PBS durante 30 min a temperatura ambiente. Se lavaron 3 veces
con PBS, se afiadio6 DAPI y se dejaron 20 min a temperatura ambiente. Se realizaron 3
lavados con PBS y un ultimo lavado con agua destilada durante 15 min. Las muestras fueron
invertidas en cubreobjetos y se montaron con solucion de inmunofluorescencia para
observarse y fotografiarse con filtro azul (DAPI) y filtro rojo (mitocondrias) por medio de
microscopio de fluorescencia con magnificaciones similares. Se analizaron de 5 a 8 campos

en las microfotografias con el software Imagel, se calculd la fluorescencia celular total
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corregida (CTCF) y se realizaron graficas de los resultados con Graph Prism version 9 (San

Diego, CA).

3.2.12 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se llevo a cabo mediante el software Graph Prism version 9 (San Diego,
CA). La prueba t-de student fue utilizada para comparar la viabilidad celular de arteria y vena
sobre poliestireno, para comparar la viabilidad sobre superficie lisa y con NTs a 3 dias de
venay arteria, también fue utilizada para comparar la viabilidad mitocondrial de las CE sobre

superficies lisas y con NTs.

Para los experimentos de comparacién de viabilidad sobre superficies lisas y con NTs a
diferentes tiempos de cultivo, se utilizo anélisis de varianzas de una via (ANOVA), seguido
del método de Tukey para evaluacion de multiples comparaciones.

Las micrografias obtenidas por SEM e inmunofluorescencia fueron editadas con el software

Image J.

Se consideraron valores estadisticamente significativos cuando el valor p fue menor a 0.05.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracteristicas de los pacientes con aterosclerosis

El estudio incluyd un total de 16 pacientes con enfermedad vascular periférica por
aterosclerosis e isquemia critica sometidos a amputacion supracondilea. Un total de 20
biopsias escicionales fueron obtenidas en un periodo comprendido del 12 de septiembre
de 2019 al 20 de mayo del 2021, se interrumpi6 la toma de muestra de marzo a agosto de
2020 por la pandemia COVID-19. Las bidpsias fueron trasladadas y procesadas
inmediatamente después de la escision, de las 20 biopsias, 15 procedieron de arteria
femoral superficial y 5 de vena femoral superficial como control. Los datos de los
pacientes se muestran en la tabla 1. El consentimiento informado fue obtenido de todos

los participantes de acuerdo a la Declaracion de Helsinski.

Edad 44 a 67 anos, media 58.6
Sexo 13M 3F

Antecedentes patologicos Diabetes mellitus tipo 2/ HAS
Tabaquismo 14

Tabla 1 Caracteristicas de los pacientes con aterosclerosis (M: Masculino, F: Femenino, HAS. Hipertension arterial
sistémica).

Todos los pacientes presentaban EVP por aterosclerosis, con isquémia critica, Fontaine grado
IIT y IV. Se puede observar que todos los pacientes padecian diabetes, la mayoria del sexo
masculino (13 de 16), con una media de edad de 58.6 afios y con antecedentes de tabaquismo
(14 de 16). De acuerdo a los resultados que se observan en la tablal la mayoria de los
pacientes que participaron en el estudio presentaron los factores de riesgo asociados a
enfermedades cardiovasculares: diabetes, sexo masculino y tabaquismo. Todos presentaron
manifestaciones de aterosclerosis: enfermedad vascular periférica que los llevd a isquemia
critica y amputacion. Solo de uno de los pacientes se logré el aislamiento de células, sus

caracteristicas se muestran en la tabla 2. Este paciente presentd antecedentes de enfermedad
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vascular cerebral y amputacion previa de la otra extremidad inferior, esto demuestra que el

paciente presentaba aterosclerosis en varios lechos vasculares y ademds de diabetes mellitus

tipo 2 de larga evolucion. El paciente nego antecedentes de tabaquismo.

EDAD
SEXO
ANTECEDENTES PATOLOGICOS

TABAQUISMO
GLUCEMIA
UREA
CREATININA

62 anos

Masculino

Diabetes mellitus tipo 2, de 10 afios de
evolucion. EVC. Amputacion
supracondilea de miembro inferior derecho.
Negativo

90.7 mg/dL

45.9 mg/dL

1.7 mg/dL

Tabla 2 Caracteristicas del paciente con aterosclerosis del que se aislaron células endoteliales de arteria y vena femoral

superficial. (EVC: Enfermedad vascular cerebral).

3.3.2 Estudio histopatoldgico

De un segmento de arteria (Fig. 10y 11) y otro de vena (Fig. 12 y 13) se realizaron cortes y

se tifieron con hematoxilina y eosina. Los estudios histopatologicos de la arteria demuestran

la presencia de la placa de ateroma, se observa calcificacion de la media, lo cual demuestra

esclerosis calcificada de Monckeberg (Fig. 11) (77).
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Figura 10 Cortes histologicos transversales de arteria femoral superficial (izquierda),, en parafina (centro) y en
portaobjetos con tincion de hematoxilina y eosina (H&E) (derecha).

ax 10X 40X
Figura 11 Imagenes tomadas de arteria femoral superficial con ruptura de la placa de ateroma (tincion de H&E) a

diferentes magnificaciones. Se observa esclerosis calcificada medial de Monckeberg (flechas negras), trombo (T), capa
elastica interna (flecha azul).
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Figura 12 Cortes histologicos transversales de vena femoral superficial (izquierda),, en parafina (centro) y en portaobjetos
con tincion de hematoxilina y eosina (H&E) (derecha).

4x 10X

Figura 13. Imagenes tomadas de vena femoral superficial de paciente con aterosclerosis que demuestran una tunica
media menos desarrollada que en la arteria.
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3.3.3 Aislamiento y cultivo celular

Se obtuvieron segmentos de 2 a 4 cm de longitud. De las 20 bidpsias sometidas a digestion
mecanica y enzimatica, las 15 arterias presentaron placa de ateroma macroscopico amarillo
y endurecido a la palpacion (Fig. 14), las 5 venas se observaron aparentemente sanas.

Al principio de la investigacion, con el objetivo de obtener un mayor niimero de células las
digestiones enzimaticas se dejaron a diferentes tiempos de incubacidn, se evalué durante
periodos de 12 h y también repitiendo varias ocasiones las digestiones en la misma muestra.
Sin embargo, con ninguno de estos protocolos utilizados previamente (78-81) se obtuvieron
células. Solo en 7 muestras, que fueron incubadas a 90 min, se logr6 el aislamiento de células,
las cuales fueron observadas por microscopia de contraste de fases. De los siete segmentos

vasculares, cinco fueron de arteria y dos de vena femorales superficiales.

De los 7 cultivos primarios, dos presentaron confluencia del 60 a 80%, a los 19 dias del
aislamiento las de arteria y a los 28 dias las de vena (Fig. 15). Ambos cultivos presentaron
diferentes morfologias celulares, algunas compatibles con CE y otras con células de musculo
liso. Los 5 cultivos primarios restantes fueron descartados por ausencia de crecimiento
celular. Los dos cultivos primarios que se lograron expandir procedieron de arteria y vena
del mismo paciente. Se realiz6 el cultivo primario de la arteria hasta el pasaje 2 y de vena

hasta el pasaje 4.
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Figura 14 Fotografia de los segmentos de arteria (superior derecha), mostrando la placa y vena (inferior izquierda)
femoral superficial de paciente con AS.

Figura 15 Micrografia de contraste de fases de cultivo primario de células endoteliales aisladas de arteria de paciente
con AS. A. 4 dias de cultivo, B. 19 dias de cultivo. Barra de escala: 100um.
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3.3.4 Adherencia y morfologia celular de endotelio sobre superficies de TiO»

Las imagenes obtenidas por SEM del endotelio de vena cultivado sobre superficies de NTs a
4 h, muestran la interaccion de las células de endotelio con la superficie anodizada. Como se
puede observar en la figura 16, a diferentes magnificaciones, las CE se adhirieron a la
superficie. Se observaron varias células adheridas a las superficies anodizadas a las 4 h de
cultivo (figura 16A). También, se aprecia una gran depdsito de matriz extracelular por parte
de estas células (Fig. 16B y 16C). A mayor magnificacion se observan en los bordes de la
célula el desarrollo de filopodias delgadas (Fig. 17A y 17B). Las filopodias delgadas (0.1 a
0.3 um) son estructuras celulares que protruyen como dedos, estdn constituidas por
filamentos paralelos de F-actina empaquetados y su funcidén es promover la migracion y
extension celular (82). Las filopodias actiian como tentaculos para sensar el microambiente

(82).

Figura 16 Micrografias SEM de endotelio de vena sobre superficies de NTs a 4 h de cultivo. Adherencia (4), morfologia
elongada y deposito de matriz extracelular (4, B, C).
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Figura 17 Micrografias SEM de endotelio de vena sobre superficies de NTs a 4 h de cultivo que muestran filopodias a
diferentes magnificaciones (A y B)

Las micrografias SEM a 24 h de cultivo de células endoteliales (Figuras 18 y 19) sobre
superficies de Ti6Al4V y NTs con electrones secundarios, muestran una imagen mas
detallada de ambas superficies y la presencia de células de aspecto aplanado tanto en el
control como anodizadas (Fig. 18A y 18D). Se observa un gran deposito de matriz
extracelular en ambas superficies (Figuras 18B, 18C, 18E y 18F). En los bordes celulares se
aprecia la presencia de microvellosidades y filopodias delgadas de mayor longitud en las
células sobre superficies anodizadas (Fig. 19C y 19D) en comparacién con el control sin

anodizar que muestra filopodios de mayor grosor y menor longitud (Fig.19A y 19B).

CONTROL

NTs

Figura 18 Micrografias SEM (imagen con electrones secundarios) de endotelio de vena sobre superficies de Ti6Al4V sin
anodizar (Ay B) y con NTs (Cy D) a 24 h de cultivo.
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CONTROL

NTs

Figura 19 Micrografias SEM de CE de vena cultivadas sobre superficies control de Ti6Al4V (Ay B) y con NTs (Cy D)
que muestran la presencia de filopodias.

A 3 dias de cultivo de células endoteliales de vena de paciente con aterosclerosis sobre
superficies de Ti6Al4V y NTs, se pueden notar diferencias significativas entre ambas
superficies en las microgratfias SEM (Figuras 20 y 21) con electrones secundarios. En la
superficie control de Ti6Al4V se detectod la protrusion de un filopodia de gran longitud y
delgado (Fig. 20A, 20B y 20C) en comparacion con los bordes de la célula sobre superficie
de NTs que muestra una gran cantidad de filopodios delgados de diferentes longitudes en
todo el borde celular (Fig. 20D, 20E y 20F). La célula muestra una morfologia ovalada, bien
definida en la misma superficie (Fig. 20E). A mayor magnificacion se observan las
interacciones célula-célula (Fig. 21) en ambas superficies estudiadas. En mayor cantidad en
las superficies anodizadas y una mejor integracion de la estructura celular a la superficie
nanoestructurada (Fig. 21 C y D). También, se observa un gran depésito de matriz

extracelular en ambas superficies. Estos resultados sugieren una mejor extension de las
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células a lo largo de la superficie con NTs con mayor formacién de interconexiones y
filopodias para formar una monocapa celular requerida en el proceso de reendotelizacion. En
las superficies lisas de Ti6Al4V, existe una menor extension, interconexiones y filopodias

(figura 21 A y B). Por lo tanto, los NTs permiten mayor anclaje celular.

CONTROL

Figura 20 Microfotografias SEM de endotelio de vena a 3 dias de cultivo sobre superficies lisas de Ti6AI4V (4, By C) y
anodizadas de TiO, (D, E y F).
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Figura 21 Micrografias SEM de CE de vena a 3 dias de cultivo sobre superficies control de Ti6Al4V (A y B) y sobre
superficies con NTs (Cy D) que muestran la presencia de filopodias.

3.3.5 Caracterizacion de células endoteliales

Las CE aisladas de vena femoral superficial mostraron la presencia del factor von Willebrand
por inmunofluorescencia (Fig. 20), el cual se encuentra de manera caracteristica dentro de
los cuerpos de Weiben-Palade, estructuras tubulares localizadas en el citoplasma de CE (83).

Estos resultados confirman que las células aisladas eran CE.
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Figura 22 Expresion de factor von Willebrand (verde) dentro de los cuerpos de Weiben-Palade en citoplasma de CE
venosas aisladas de paciente con aterosclerosis, por inmunofluorescencia. Niicleo (N).

3.3.6 Analisis de citoesqueleto de endotelio venoso sobre superficies de NTs por
inmunofluorescencia.

Con el objetivo de evaluar el fenotipo, morfologia y las condiciones generales de las CE
aisladas de vena femoral superficial de paciente con aterosclerosis, se realizd tincion con
faloidina fluorescente para F-actina, con vinculina fluorescente y con DAPI para DNA de
doble cadena en células cultivadas sobre superficies sin anodizar como control y anodizadas
a 24 h.. La vinculina es una proteina de adhesion focal presente en las uniones célula-célula
y célula- matriz (84). A las 24 h de cultivo se observaron en ambas superficies de Ti6Al4V
(lisa y con NTs), la presencia de CE adheridas, de morfologia alargada con la formacién de
uniones intercelulares y la presencia de fibras de estrés bien definidas (Fig. 23 y 24). Las CE
sobre superficies de nanotubos (Fig. 24) presentan una mayor cantidad de uniones
intercelulares en comparacion a las superficies lisas (Fig. 23). Las fibras de estrés de actina
estan mejor definidas en las superficies con NTs (Fig. 24) al compararse con las superficies
lisas (Fig. 23). La morfologia celular sobre los nanotubos es poligonal (Fig. 24) y sobre la

superficie lisa es mas alargada (Fig. 23). En la figura 24 se puede observar que los NTs
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estimulan la expresion y convergencia de vinculina con la actina entre las CE, mientras que
en las superficies lisas la expresion esta reducida como se puede apreciar en la magnificacion
(Fig. 23). La extension celular y las uniones intercelulares son necesarias para formar la
monocapa celular que se requiere en la reendotelizacion. Las fibras de estrés se desarrollan

en cé¢lulas no musculares, son estructuras de actinomiosina y estan asociadas a migracion

celular y morfogénesis (82).

Figura 23 Distribucion y expresion de vinculina y faloidina en CE de vena de paciente con aterosclerosis sobre
superficies Ti6AI4V sin anodizar, A. El recuadro sefiala la magnificacion en la imagen B, la flecha seiiala fibras de
estrés. (azul:DAPI, rojo: Vinculina, verde: Faloidina).

Figura 24 Distribucion y expresion de vinculina y faloidina en CE de vena de paciente con aterosclerosis sobre
superficies con NTs, A. El recuadro sefiala la magnificacion en la imagen B, la flecha sefiala fibras de estrés. (azul:DAPI,
rojo: Vinculina, verde. Faloidina).
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3.3.7 Evaluacion de viabilidad de células endoteliales

Para investigar la proliferacion celular se llevo a cabo un ensayo MTT de CE de arteria y
vena en cajas de 96 pozos. En donde se observo que las CE de arteria y vena cultivadas a 24
h en poliestireno presentaron una menor viabilidad y proliferacion celular en comparacion
con las CE de vena, la diferencia fue estadisticamente significativa de acuerdo con la prueba

t-student (valor p 0.0006) (Fig.25).

Se llevo a cabo otro ensayo MTT a 72 h de cultivo de células de arteria correspodientes al
primer pasaje celular (Fig. 26). Los valores de absorbancia obtenidos de las CE de arteria del
primer pasaje cultivados sobre superficies lisas y anodizadas a 72 h, fueron analizados con
la prueba t-student, no pareada y de dos vias. Se obtuvo un valor p de 0.1308, indicando que
la diferencia fue no significativa, por lo que se puede concluir que la viabilidad es igual en

ambas superficies a 72 h (Fig. 26).

Cuando las células venosas llegaron al pasaje 3, se evaluo la viabilidad celulara24 h, 72 hy
5 dias de cultivo sobre superficies experimentales (Fig. 27). El componente tetrazolio del
MTT es bio-reducido por las células a formazan, cuya absorbancia fue medida a una longitud
de onda de 590 nm. Esta conversion es realizada por las coenzimas NADPH y NADH

producidas por enzimas deshidrogenasas de células metabolicamente activas (85).
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Figura 25 Viabilidad celular de células endoteliales de arteria (CEA) y vena (CEV) cultivadas en poliestireno a 24 h.
(*** valor p = 0.0006, estadisticamente significativo).
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Figura 26. Viabilidad de células endoteliales de arteria cultivadas sobre Ti6Al4V y NTs a 72 h (valor p no significativo).

Los datos obtenidos de las CE de vena en el pasaje 3 fueron cultivadas a 24 h, 3 y 5 dias
sobre superficies lisas y anodizadas (NTs), mostraron diferencias no significativas entre el

cada una de las condiciones superficiales, con valor p a 24 h de 0.1010, a 3 dias de 0.1350 y
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a 5 dias de 0.9999 (Fig. 27). Sin embargo, se puede observar que a 24 h la proliferacién

celular es mayor sobre superficies de NTs.
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Figura 27 La proliferacion celular fue evaluada por ensayo MTT. Los resultados fueron analizados con andlisis de
varianza de dos vias y comparaciones multiples con Bonferroni (ns=valor p no significativo).

3.3.8 Viabilidad mitocondrial de células endoteliales de vena.

Con el objetivo de complementar el analisis de viabilidad por ensayo MTT se realizo el
estudio de viabilidad mitocondrial con Mito Tracker, por medio de analisis de fluorescencia.
Se cultivaron CE de vena sobre las superficies a 24 h. El MitoTracker tifie las mitocondrias
de células vivas y su acumulacion depende del potencial de membrana. Se observd menor
intensidad de fluorescencia en las superficies control (Fig. 28A y 28B) cuando se comparan
con las superficies anodizadas (28C y 28D). Se encontraron diferencias significativas entre
ambas superficies con un valor p de 0.0016 (Fig. 29). Estos resultados indican una mayor
funcionalidad mitocondrial en CE venosas cultivadas sobre las superficies con NTs a 24 h de

cultivo.
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Figura 28 Micrografias de inmunofluorescencia con MitoTracker que tifie las mitocondrias en CE de vena vivas (rojo), se
muestran los nucleos en azul (DAPI). Corresponden a imdgenes panoramicas de superficies control en A y la
magnificacion del recuadro en B, de las superficies de NTs en C y D la magnificacion del recuadro.
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Figura 29 Intensidad de fluorescencia de Mito Tracker de CEV cultivadas sobre superficies sin anodizary con NTs a 24h,
Fluorescencia celular total corregida (CTCF) de CE individuales cuantificadas con el software ImageJ. Las CE crecen
sobre ambas superficies, pero en mayor cantidad sobre los NTs. Resultados representados con medias + SD (n=20, p<

0.05 control vs NTs).
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3.5 DISCUSION

La disfuncion de CE que comprende todos los cambios mal adaptativos del fenotipo
funcional de la CE (multifactoriales, localizados y sistémicos, agudos y cronicos), es asociada
a la enfermedad cardiovascular aterosclerotica. Los estimulos fisiopatologicos de la
disfuncion de CE pueden ser hipercolesterolemia, diabetes, sindrome metabdlico,
hipertension, desequilibrio de las hormonas sexuales (menopausia), envejecimiento, estrés
oxidativo, citoquinas inflamatorias (ej. IL-1, TNF), agentes infecciosos, toxinas ambientales
(contaminacion, tabaquismo) y fuerzas hemodinamicas (86). Todos los pacientes
participantes en esta investigacion presentaban diabetes mellitus, hipertension y la mayoria
tabaquismo positivo. Otro dato que se debe considerar es que la ciudad de Mexicali cuenta
con el medio ambiente mas contaminada del pais debido a la gran actividad industrial en la
zona urbana y actividad agricola en el Valle de Mexicali. Ademas, todos los pacientes eran
mayores de 47 anos, por lo tanto, ya presentaban signos de envejecimiento. Por todo lo
anterior es esperado el desarrollo de la enfermedad vascular aterosclerédtica en todos los

pacientes. Con esto podemos sugerir que los pacientes presentaban disfuncion de CE.

El estudio histopatoldgico de uno de los pacientes del estudio demostro la presencia de placa
de ateroma con calcificacion en la tinica media, mostrando especificamente esclerosis
Monckeberg. Este transtorno se reporta en el 70% de los casos de enfermedad vascular
periférica (EVP) (87), los pacientes participantes en este estudio estaban diagnosticados con
EVP. Ademas, la esclerosis de Monckeberg se asocia con aumento de la morbimortalidad y

es frecuente en pacientes diabéticos (77), todos los pacientes eran diabéticos.

Las CE son un tipo celular ampliamente utilizado en la investigacion de biomateriales, son
muy diversas, en principio pueden ser arteriales o venosas y son organo-especificas a nivel
microvascular (4). A pesar de la heterogenicidad molecular y funcional de las CE, mas del
60% de las publicaciones acerca de las interacciones endotelio-biomaterial han sido con CE
de vena umbilical humana (HUVECsS) (4). Sin embargo, las HUVECs no son el modelo ideal

para usar en términos de transferencia del conocimiento hacia el éarea clinica, ya que no
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representan a las CE de los pacientes, debido a que el endotelio umbilical estd expuesto a
altas concentraciones de oxigeno comparado con venas en otros 6rganos, lo que afecta sus
funciones celulares, tales como, proliferacion, quimiotaxis y tubulogénesis (88). En la
presente investigacion se utilizd un modelo de estudio con CE aisladas de paciente con
aterosclerosis y diabetes mellitus tipo 2, por lo que se representa un modelo que brinda mayor
informacion y certidumbre acerca de las condiciones reales del comportamiento bioldgico de

dichas células hacia el biomaterial.

Las HUVEC forman una monocapa confluente funcional en un periodo de 11 dias, mientras
que las CE arteriales necesitan 28 dias (89). En este estudio se alcanzo la confluencia de las
CE aisladas de arteria y vena femoral superficial a los 19 y 28 dias, respectivamente. Ademas,
en un estudio realizado con CE aisladas de vena safena de pacientes con DM no insulino
dependiente o tipo 2 y de pacientes sanos, demuestran que las CE de pacientes con DM
presentan crecimiento celular retardado y se encuentran en estado basal activado o
proinflamatorio, con alta expresion de moléculas de adhesion, como e-selectina, VCAM-1 e
ICAM-1, mayor produccién de IL-6 y de proteina quimioatrayente de monocitos tipo 1
(MCP-1) al compararse con CE de individuos sanos (90). Los pacientes participantes en este
estudio fueron diabéticos no insulino dependientes, por lo tanto, sus CE presentaban el
fenotipo disfuncional proinflamatorio, como se observo en las micrografias de contraste de

fases (ver Fig. 16).

La heterogenicidad de las CE es genética y epigenéticamente determinado, en forma
adicional esta influenciado por el microambiente extracelular. Como resultado el fenotipo
que las CE adopten esta influenciado por el o6rgano en el que estén localizadas, por el
segmento al que pertenezcan en el arbol vascular y por las células adyacentes (4). Variando
en morfologia y orientacion, asi como en continuidad o fenestracion de la capa vascular,
permeabilidad, expresion genética, sintesis y secrecion de proteinas hemostaticas,
susceptibilidad a “shear” estrés (tension que ejerce la columna de sangre sobre la pared
endotelial en forma tangencial) y potencial angiogénico (91). Las células aisladas de vasos
femorales superficiales del mismo paciente con aterosclerosis fueron de arteria y vena, y de

la macrovasculatura, por lo que su funcidn y caracteristicas eran distintas.
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Existe evidencia de que el fenotipo de las CE cambia cuando son cultivadas in vitro (92). Las
CE pierden su capacidad proliferativa y alteran su morfologia y expresion de proteinas, tales
como IL-1a, ICAM-1 y eNOS, durante el subcultivo in vitro. Conforme se prolonga la
duplicacion de la poblacion van incrementando el numero de células senescentes o en fase 0
del ciclo celular. Este fenomeno es inducido principalmente por decaimiento de la actividad
telomerasa, que conduce a un acortamiento de los telomeros, estrés oxidativo y dafio al DNA.
La velocidad de acortamiento de los telémeros difiere en los tipos de CE, ocurren en forma
mas rapida en CE de arteria iliaca comparadas con CE de arteria mamaria interna y
practicamente ausente en CE progenitoras (92). En el estudio conforme se realizaban los
pasajes se observo aumento de tiempo necesario para alcanzar la confluencia, las CE de
arteria con aterosclerosis solo alcanzaron el pasaje 2 y las de vena, del mismo paciente, el
pasaje 4, posteriormente ya no proliferaron. Con esta informacion se puede proponer que la
aterosclerosis afecta la proliferacion de las CE, y que la mayor parte de ellas estan en

senescencia.

Las CE de vena aisladas del paciente con aterosclerosis presentaron gran cantidad de vWF
en citoplasma, lo cual es caracteristico de las CE. En estudios realizados en ratones se asocia
el vWF derivado de CE, y no el derivado de plaquetas, con exacerbacion de la aterosclerosis,
ya que promueve la inflamacion vascular (31). Varios estudios sugieren que ademas de la
inflamacion vascular, la hipercoagulabilidad también contribuye a la fisiopatologia de la
aterosclerosis (93). Sin embargo, es necesario realizar mas estudios en humanos para
clarificar la influencia del vWF en el desarrollo de la aterosclerosis, ya que los pacientes con
deficiencia de vVWF no presentan un efecto ateroprotectivo, pero es importante resaltar que

estos estudios se han realizado en pacientes con una edad promedio de 35 afios (94).

Las aplicaciones vasculares de los biomateriales incluyen sustitucion completa de un vaso,
puentes vasculares (bypass) y colocacion de endoprotesis. En todos éstos casos el biomaterial
entrara en contacto directo con las CE. Como ya se ha mencionado, la mayoria de los estudios
se hacen con HUVECs y algunos con CE aisladas de pacientes, esto puede influir en forma

importante en funcion de si el donador estd sano o enfermo y la influencia en la edad del
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donador (95). Por lo que es necesario un modelo de estudio con CE apropiadas y bajo
condiciones mas reales. En el presente estudio la utilizacion de CE aisladas de pacientes con
aterosclerosis sobre superficies nanoestructuradas, permite predecir con mayor exactitud su
resultado in vivo, con el objetivo de disminuir la divergencia entre los hallazgos in vitro y la

realidad clinica.

Las ventajas que ofrece un cultivo primario de CE es que los resultados reflejardn mas la
realidad acerca de su comportamiento proliferativo y angiogénico frente a biomateriales, son
de bajo costo en relacion a una linea celular, pero son poco eficientes, es decir, se logran
obtener pocas células. Cuando son células obtenidas de tejidos frescos, como en esta
investigacion, existe mayor variabilidad genomica y bioquimica. Ademas, existe variabilidad
de donador a donador (edad, sexo, antecedentes patologicos). Una ventaja que ofrece este
tipo de estudio es que al ser CE de un sitio especifico aporta informacion especifica acerca
de su comportamiento, pero reduce la comparatibilidad (4). Por lo tanto, no es posible
comparar el comportamiento de las células aisladas de arteria femoral con las aisladas de
vena femoral del mismo paciente. En principio, su origen es distinto (vena y arteria), son
anatomicamente distintas, al igual que su funcion, la arteria resiste mayor presion sanguinea,
lleva oxigeno y nutrientes y la vena menor presion y lleva productos de desecho. La arteria
presentaba placas de ateroma y la vena no. Por lo que el comportamiento de las CE aisladas
y cultivadas sobre superficies nanoestructuradas fue muy distinto, los ensayos MTT o
pruebas de viabilidad demostraron mayor sobrevida de las CE venosas que las CE arteriales
cuando fueron sembradas en poliestireno a 24 h. Esto puede ser indicativo de la importante
disfuncion endotelial que presentaban las CE arteriales y que es causa y consecuencia del

aterosclerosis.

El uso de Ti es comun en el area biomédica para la fabricacion de protesis, modificaciones
en su superficie que generan capas de TiO: con diferentes configuraciones y nanotexturas.
Estas modificaciones han sido sugeridas para recubrir las endoprotesis vasculares y mejorar
la biocompatibilidad para que promueva una respuesta celular deseable (96). Esto se debe a
que la nanotopografia puede llegar a mimetizar el microambiente de la matriz extracelular de

la vasculatura, dando un mejor soporte al proceso de endotelizacion que las superficies lisas
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tradicionales (60). En especial los nanotubos de TiO> son los que han sido mas explorados
para aplicaciones biomédicas. En un estudio realizado por Bencina, se menciona que las
superficies nanoestructuradas de TiO» proporcionan una adecuada endotelizacidon que evita
la agregacion plaquetaria o trombosis; ademas, sugieren estas superficies inhiben la adhesion
y proliferacion de células musculares lisas. Fenomeno asociado a la reestenosis después de
la colocacion de la endoprotesis (97). Sin embargo, dicho estudio fue realizado con lineas
celulares comerciales y no de pacientes con aterosclerosis, que finalmente seran a quienes se
les implantardn las endoprotesis, un factor fuertemente importante en el que este estudio
proporciona novedoso conocimiento en la caracterizacion y funcion de NTs para aplicaciones

vasculares.

Debido a que la endotelizacioén de las endoprotesis depende fuertemente de los fendémenos
de adherencia, migracion y proliferancion de las CE, estas propiedades celulares son las mas
estudiadas in vitro (98). Las CE reaccionan a sefiales nanotopograficas, la extension de su
reaccion depende del origen que tenga la CE (arterial o venosa, macro o microvasculatura).
En las imagenes comparativas obtenidas por SEM y la inmunofluorescencia del citoesqueleto
de células endoteliales aisladas de vena femoral superficial de paciente con aterosclerosis
cultivadas sobre las superficies, revelan que las células endoteliales desarrollan con el tiempo
filopodias delgadas y largas a lo largo de la topografia nanorugosa indicando que las
superficies anodizadas proveen un sustrato que favorece el anclaje de las células para que
¢éstas se unan y tengan mayor motilidad durante el estado proliferativo (49). Las filopodias
estan involucradas en numerosos procesos celulares tales como adhesion a la matriz
extracelular, guia celular hacia quimioatrayentes y migracion celular (24). Estudios previos
demuestran que las superficies con micropatrones favorecen la migracion de células
endoteliales en mayor grado que las superficies control lisas y pulidas (99). Los resultados
de este estudio indican que las superficies de NTs anodizadas facilitan la union y movilidad
de las células endoteliales de paciente con aterosclerosis, ya que estas emiten filopodias
largos y delgados, en contraste con las superficies lisas que generaron filopodias cortas y
numerosas lo que nos indica mayor rigidez en la periferia celular, es decir, menor

viscoelasticidad (100).
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Posterior a la endotelizacion, la migracion celular sobre la superficie de la endoprotesis es
necesaria para la reparacion tisular y remodelacion vascular después de su colocacion (101).
En un estudio realizado por Ter Meer, con células aisladas de venas y cultivadas sobre
superficies de endoprodtesis con patron y lisas, demuestran que los surcos o patrones de la
superficie de la endoprotesis favorecen tres veces mas la unidon celular que las superficies
lisas. También, demostraron que las superficies rugosas mantienen una mayor cantidad de
células adheridas después de aplicar un flujo pulsatil de 180 ml/min durante 24 h (102). Esto
demuestra que las superficies nanoestructuradas mejoran las propiedades mecénicas de las
CE, tal como lo sugieren parte de los resultados de este estudio. Las imagenes SEM a 72 h
sobre superficies anodizadas obtenidas, se observa una mayor cantidad de filopodias
delgadas en las CE venosas, en cambio en las superficies lisas solo se observan escasos
filopodias, indicando una mayor migracion celular sobre la superficie nanoestructurada.
Estos resultados se ven soportados con las micrografias obtenidas por inmunofluorescencia
a través de la tincion de la F-actina, observandose la organizacion del citoesqueleto con
formacion de fibras de estrés, las cuales se asocian a la migracion celular (82). En las CE, el
reclutamiento de vinculina en las uniones célula-célula y célula-matriz extracelular, es
caracteristica de la remodelacion fuerza-dependiente, dando origen a las uniones focales
adherentes (FA), la funcion de la vinculina en estas uniones es unirse a la F-actina y fortalecer
la formacion de una barrera (103). En este estudio se observéd por inmunofluorescencia la
presencia de mayor cantidad de FA y la formacion de fibras de estrés en las CE venosas
cultivadas sobre los NTs, indicando que esta superficie promueve la formacion de una
monocapa endotelial. En ambas superficies se detectd un gran depdsito de matriz
extracelular, por imagenes SEM, desde las cuatro horas de cultivo de CE aisladas de vena, lo
que se asocia al incremento de la fuerza de la adhesion focal por las CE (104). La sintesis
elevada de matriz extracelular obedece a la actividad del citoesqueleto nuclear (105). Existe
evidencia de que los NTs promueven la sintesis de matriz extracelular, mejoran la
endotelizacion y la hemocompatibilidad de las CE (106). Sobre superficies rigidas, las células
incrementan la formaciéon de FA y una mayor organizacion del citoesqueleto con la
formacion de fibras de estrés de actina, resultando en una mayor extension celular y una
elevada fuerza de adhesion (107). Por lo tanto, las superficies de NTs promueven la adhesion

y proliferacion de las células aisladas del paciente con aterosclerosis.
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La funcion celular es ampliamente determinada por su estructura. Por lo tanto, la
deformabilidad celular, propiedad mecénica de organizacion de la estructura celular, varia en
diferentes procesos fisioldgicos (diferenciacion celular, crecimiento y adhesion) y en estados
patologicos (estrés oxidativo, infeccion viral) (108). La actina es un componente necesario
para mantener la integridad celular, la funcion (polaridad de membrana, uniones estrechas,
adhesion celular y transduccion de sefales) y también lleva a cabo cambios dinamicos en
respuesta a estrés patologico y fisioldgico (109). La F-actina es un componente principal del
citoesqueleto, y en este estudio se observo que las CE aisladas sobre superficies anodizadas
mostraron una mayor organizacion de la F-actina compatible con una mejor migracion
celular al compararlas con superficies lisas. Estos resultados sugieren que las superficies
anodizadas pueden ser utilizadas en endoprotesis vasculares para pacientes con enfermedad
vascular periférica, por su biocompatibilidad y habilidad para soportar el crecimiento celular
endotelial, pero que por tratarse de pacientes con aterosclerosis y diabéticos, existe
disfuncion endotelial, lo que aumenta el riesgo de presentar complicaciones como
reestenosis, trombosis y neoaterosclerosis. Es necesario realizar mas estudios con CE
aisladas de pacientes, aunque es complicado por la implicacion bioética requerida en estudios
de esta naturaleza, sobre superficies nanoestructuradas y funcionalizadas con factores de

crecimiento como VEGF o previamente endotelizados.

Los resultados obtenidos en el ensayo MTT y con MitoTracker indican una mayor viabilidad
de las CE venosas sobre superficies de NTs cuando se comparan con lisas a 24 h, y una mayor
funcionalidad mitocondrial reflejada por un apropiado potencial de membrana. El dafio
endotelial mitocondrial se asocia a aumento de ROS, en los pacientes con aterosclerosis
existe un aumento de ROS en respuesta al aumento de oxidacion de lipidos o lipoproteinas

oxidadas (oxLDL), lo que conduce a disfuncion endotelial (110).

Un campo de innovacidon que ofrece este estudio es que se pueden evaluar las superficies
nanoestructuradas con agentes bioactivos asociados al crecimiento endotelial. En un estudio
realizado por Bai en 2019, utilizan NTs funcionalizados con Silicon, sus resultados muestran

que estimula la proliferacion temprana de CE sin afectar sus funciones nativas en
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comparacion con los NTs sin funcionalizar. También, inducen la secrecion de VEGF y NO,
y disminuyen la respuesta inflamatoria al promover la polarizacion de los macréfagos hacia
el fenotipo M2, promoviendo la autofagia y la secrecion de factores de crecimiento como
VEGF por parte de los macréfagos (62). Estos hallazgos demuestran que la combinacion de
NTs con elementos bioldgicos es una buena estrategia para promover la recuperacion de la
funcionalidad de las CE sobre las superficies de las endoproétesis y disminuir el desarrollo de

complicaciones a largo plazo como la reestenosis y la trombosis.

Con base a los resultados discutidos, se recomienda que es necesario llevar a cabo mas
estudios con CE procedentes de pacientes con diabetes, con y sin aterosclerosis y exponerlas
a flujo dindmico para simular condiciones in vivo. También es necesario realizar estudios a
largo plazo in vitro con diversas superficies nanoestructuradas y con materiales bioactivos

asociados al crecimiento de endotelio.
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CAPITULO 4

Modulacion de la respuesta inflamatoria de macréfagos murinos RAW 264.7
en superficies de NTs con tres tratamientos de esterilizacion.

4.1 ESTADO DEL ARTE

Los macréfagos son células que se encuentran en todos los tejidos y compartimentos del
cuerpo humano en condiciones fisiologicas. Se les considera integrantes del sistema
fagocitico mononuclear, y varian segun el tejido en donde se localicen y segun las funciones
que realicen (111). La funcidon comun de todos los macrofagos es la fagocitosis y son un
componente esencial de la inmunidad innata. Los macréfagos se pueden originar a partir de
los monocitos circulantes, o de los macrofagos tisulares especificos (ej. microglia en sistema
nervioso, células de Kupffer en higado) (112). Los macrofagos son células con mucha
plasticidad que forman parte del sistema de defensa del huésped, reparacion de heridas y
regulacion inmune. Para realizar estas funciones, los macréfagos se polarizan hacia diferentes
fenotipos en respuesta a sefiales del microambiente. Los macrofagos pro-inflamatorios o M1
tipicamente expresan el marcador de superficie receptor de quimioquinas CC-7 (CCR7),
secretan citoquinas pro-inflamatorias como IL-1 y expresan el 6xido nitrico sintasa inducible
(INOS). En contraste, en un ambiente que propicia la reparacion tisular, producen mediadores
anti-inflamatorios, y adquieren un fenotipo conocido como M2 (113), que se caracteriza por
la expresion del marcador CD206 (receptor de manosa de los macrofagos), producen

citoquinas como IL-4, IL-10 y arginasa-1 que resuelven la inflamacion (114).

La inflamacion es un paso inevitable cuando se coloca un implante quirdrgicamente, como
una endoprotesis vascular. El implante sera tratado como un cuerpo extrafio, provocando una
respuesta inflamatoria. Esta inflamacion es mediada por la polarizacion de los macrofagos
hacia el fenotipo M1 o proinflamatorio. Sin embargo, cuando esta respuesta inflamatoria es
prolongada puede conducir a fibrosis alrededor del implante. Por lo tanto, la presencia de
monocitos/macrofagos en el sitio del implante determina si el implante sera integrado o
rechazado (115). Existe evidencia creciente de que las caracteristicas de la superficie y su

humectabilidad, pueden influenciar la polarizacion de los macréfagos (116). La superficies
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de Ti nanoestructuradas inducen la elongacion y la expresion de marcadores fenotipicos
asociados a macréfagos anti-inflamatorios M2 o promotores de la reparacion tisular (117).
Ademas, se ha demostrado que los NTs de 70 a 80 nm estimulan la polarizacion de los
macrofagos hacia el fenotipo M2, mientras que los de diametro de 30 a 40 nm promueven la
liberacion de citoquinas proinflamaorias compatibles con el fenotipo M1 (118). Hay
evidencia de que los NTs de 80-100 nm de diametro inducen el fenotipo pro-inflamatorio y
los NTs de didmetro menor a 30 nm inducen el fenotipo anti-inflamatorio. De manera
adicional se ha sugerido que los NTs de diametro mas pequeios pueden beneficiar la
adhesion y proliferacion de los macréfagos, mientras que los de mayor diametro pueden
reducir la respuesta inflamatoria (119). Sin embargo, existe evidencia de que el tipo de
esterilizacion puede afectar la morfologia y las propiedades quimicas de las nanoestructuras
y con ello la respuesta diferentes tipos de células (120). Al ser la esterilizacion el tratamiento
final de todo implante de uso médico y los macréfagos las principales células que participan
en la respuesta a cuerpo extrafio, es necesario estudiar dichas células en superficies
nanoestructuradas esterilizadas para determinar si el tipo de esterilizacion promueve alguno
de los fenotipos M1 proinflamatorio asociado a fibrosis o M2 antiinflamatorio llamado

también regenerativo, que esta asociado a reparacion tisular.

El proposito de este estudio fue determinar si el método de esterilizacion de la
superficie anodizada tiene algin efecto inmunomodulador sobre el desarrollo de los fenotipos
M1 y/o M2 de los macrofagos murinos RAW 264.7. Los tres métodos de esterilizacion
evaluados fueron autoclave humeda, rayos ultravioleta y etanol al 70%. Con la evaluacién
del comportamiento de esta linea celular en respuesta a los métodos de esterilizacion, se
puede identificar cual de los tres tipos de esterilizacion podria resultar mas benéfico para uso

clinico.
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4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Disefio de estudio

Sintesis de Esterilizacién Cultivo Andlisis de
NTs fenotipo
Anodizado Autoclave RAW 264.7 SEM
Ti6A4YV -~ : [ " ;:.r‘
& §oJ) @& @k
Inmunofluorescencia
IhyosUV ey
A\ -
Q‘\‘ Viabilidad
T : (4]
Etanol al 70%
MTT Analisis de expresion
8.0
\_ NTS-_ / 7\

o

4.2.2 Sintesis de NTs.

La misma metodologia mencionada en el capitulo 1 referente a las superficies de endotelio

fue utilizada.

4.2.3 Métodos de esterilizacion de superficies de NTs

Se evaluaron tres tratamientos de esterilizacion de superficies de Ti6Al4V pulidas y con NTs:
1) Esterilizacion con autoclave de vapor: Las muestras fueron colocados en sobres para
esterilizar, se introdujeron en el esterilizador eléctrico a vapor tipo olla (All
American, 50x-120V) durante 15 min a 131°C, posteriormente las superficies se
secaron a 60°C durante 24 h con el objetivo de evitar contaminacidn en el paquete

y/o en las superficies por efecto de la humedad. Para la transferencia y manejo de las

superficies se utilizaron pinzas de curacion estériles.
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2) Esterilizacion con rayos UV: Dentro de una campana de flujo laminar estéril y con la
ayuda de unas pinzas de curacion estériles las superficies fueron transferidas a caja
de Petri estériles para ser expuestas a radiaciones UV durante 30 min por cada lado.

3) Esterilizacién con etanol al 70%: Con la ayuda de pinzas de curacion estériles y en
dentro de una campana de flujo laminar estéril, se transfirieron las superficies de a
una caja de Petri con 10 ml de etanol al 70%. Después de 30 min de incubacion, el
etanol fue retirado, la caja de Petri fue cubierta y se dejé en la campana estéril durante

24 h hasta que el etanol se evaporara completamente de las muestras.

4.2.4 Cultivo celular de macréfagos

La linea celular murina de macréfagos RAW 264.7 (ATCC) fue mantenida en medio de
cultivo RPMI 1640 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA,) con SBF al 10% y antibidticos
estreptomicina-penicilina (PS; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) al 1%, a 37 °C y CO> al 5%.
El medio de cultivo fue cambiado cada tercer dia y se realizaba pasaje con tripsina al 0.25%
y espatulas tipo scrapper para cultivo celular cada vez que el cultivo alcanzaba el 80% de
confluencia. Los macrofagos fueron sembrados a 1.5x10* células por cm? sobre las
superficies experimentales sometidas previamente a los tres distintos métodos de
esterilizacion (autoclave, rayos UV y etanol al 70%) y colocadas con pinzas de curacioén
estériles en cajas de cultivo de 24 pozos. Se mantuvieron en incubacion a 37 °C y CO; al 5%,
después de cumplir los diferentes periodos de cultivo se procedi6 a preparar las muestras para
analisis de viabilidad celular (MTT) y fijacion para analizar adherencia y morfologia por

SEM.

4.2.5 Analisis de morfologia celular por SEM

Después de 4 h, 24 h y 4 dias de cultivo de macréfagos RAW 264.7 sobre las superficies con
las tres diferentes técnicas de esterilizacion, las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS al
1X a temperatura ambiente durante 5 min cada lavado y fijadas con glutaraldehido al 4%
(p/v) (Sigma, St. Louis, MI, USA) en PBS durante 24 h a 4°C. Posterior a la fijacion, las
muestras fueron lavadas 3 veces con PBS 1X, 15 min cada lavado. Se afadi6 glutaraldehido

al 3% en PBS 1x nuevamente durante 2 h. Al finalizar este tiempo se lavaron 3 veces con

77



PBS al 1X, 10 min cada lavado. Posteriormente, se deshidrataron con etanol al 50, 75 y 100%,
30 min cada concentracién (121). Se dejaron en disecador durante 24 h. Finalmente, las
muestras fueron recubiertas por sputtering con oro (capa de 10 nm de oro) durante 8 s. La
morfologia de los macrofagos adheridos fue observada y fotografiada a un voltaje de

aceleracion de 5 kV.

4.2.6 Evaluacion de la viabilidad celular: Ensayo MTT

La viabilidad de los macrofagos cultivados sobre superficies con las tres técnicas de
esterilizacion fue evaluada mediante ensayo MTT. Al término de los distintos periodos de
incubacion, 1, 3 y 5 dias, las muestras fueron lavadas 3 veces con PBS 1X, 5 min cada lavado.
Se aiadi6 0.3 ml de medio RPMI al 10% de MTT en cada pozo. Después de 3 h de incubacion
a 37 °Cy CO; al 5%, el medio con MTT fue removido y los cristales de formazan fueron
disueltos con 250 pl dimetilsulféoxido (DMSO) estéril (Sigma-Aldrich). Se dejaron en
agitacion continua durante 20 min y protegidos de la luz. Para cuantificar la DO fueron
transferidos 100 pl de cada pozo a una placa de 96 pozos y analizados a una longitud de onda
de 570 nm y a 690 nm como linea base en un espectrofotdémetro (Thermo Scientific Multiskan
GO). Los valores de absorbancia de la linea base A (690nm) fueron sustraidos de los valores

de absorbancia de A (570nm).

4.2.7 Inmunofluorescencia de citoesqueleto de macréfagos RAW 264.7

Se sembraron 15,000 células/mL sobre las superficies de estudio durante 24 h en una caja de
24 pozos. Al cumplir el periodo de cultivo, la caja fue retirado, se lavaron las muestras en
tres ocasiones con PBS, 5 min cada lavado. Se fijaron las células con paraformaldehido al
4% y se dejaron incubando a 37°C durante 45 min. Nuevamente se lavaron tres veces con
PBS, se anadi¢ triton X-100 al 0.1% durante 30 min y a 37°C. Se realizaron 3 lavados con
PBS y se anadio6 faloidina con Alexa Fluor 488 a una dilucion 1:100 (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) en solucion de bloqueo durante 45 min a temperatura ambiente y protegido de la
luz para evaluar las fibras de estrés de actina. Se lavaron 3 veces con PBS, se afiadi6 DAPI
y se dejé 5 min a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados con PBS y un tltimo lavado

con agua destilada durante 15 min. Las muestras fueron invertidas en cubreobjetos y se
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montaron con solucion de inmunofluorescencia para observarse y fotografiarse con filtro azul

(DAP]) y filtro verde (fibras de actina) por medio de microscopio de fluorescencia.

4.2.8 Analisis de expresion de macrofagos RAW 264.7 sembrados sobre las superficies

Se realiz6 el analisis de expresion génica de macrofagos RAW 264.7 cultivados sobre las
superficies experimentales con los tres tratamientos de esterilizacion (Autoclave, UV, EOH)
a 3 y 6 dias de cultivo. Para ello primero se llevo a cabo la purificacion de RNA y
posteriormente RT-PCR con oligos relacionados a M1 (iNOS y CCR?7), el andlisis de
expresion geénica fue normalizado con el gen constitutivo de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Las secuencias de oligonucleotidos utilizados se muestran en la
tabla 3. Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado.

Como control positivo para fenotipo M1 se purifico RNA de macréfagos RAW 264.7 con
una confluencia del 60 a 80%, estimulados con lipopolisacaridos (LPS) a una concentracion

de 100 ng/mL durante 24 h.

Gen Forward 5’ to 3’ Reverse 5’ to 3°

CCR7 TGTACGAGTCGGTGTGCTT GGTAGGTATCCGTCATGGTCTT

iNOS GAGCCACAGTCCTCTTTGCTA  TGTCACCACCAGCAGTAGTTG

GAPDH AACTTTGGCATTGTGGAAGG ACACATTGGGGGTAGGAACA

CD206 CTCTGTTCAGCTATTGIGACGC CGGAATTTCTGGGATTCAGCTTC
CCRT7: receptor de quimioquinas tipo 7; iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible; GAPDH:
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

Tabla 3 Pares de oligonucleotidos utilizados para andlisis de expresion génica

1. Purificacion de RNA: Los macrofagos RAW 264.7 fueron cultivados a 1x 10° células
por superficie en caja de cultivo de 24 pozos, una vez adheridas las células se afiadio
RPMI completo y se dejaron incubando a 37°C y CO» al 5% a 3 y 6 dias. Posteriormente,
se realizo la extraccion de RNA total con reactivo TRIzol (Invitrogen, USA), se afiadieron
400 pl a cada pozo con 400 pl de medio RPMI completo (1:1) y se dejé incubando a
temperatura ambiente durante 5 min. Se recuperd el medio mas TRIzol en un tubo
eppendorf estéril y se agregaron 80 pl de cloroformo, se agitdé en vortex 10 segundos y

se centrifug6 a 13,000 rpm durante 10 min. Se obtuvieron dos fases una acuosa y una
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2.

organica (rosa), se tomo6 con cuidado la fase acuosa la cual fue afiadida a otro tubo
eppendorf estéril con 550 pl de isopropanol (ACS) frio, se dejo precipitar a -20°C durante
24 h. Cumplido el periodo se centrifug6 cada muestra durante 40 min a 13000 rpm a 4°C,
se decanto el isopropanol y se afiadid a cada tubo 400 pl de etanol al 75% (v/v), se invirtio
cada tubo 15 veces y se centrifug6 a 13000 rpm durante 15 min. Finalmente se decant6 y
se dejo secar a temperatura ambiente durante 15 min, una vez evaporado el etanol se
anadieron 20 ul de agua libre de nucleasas (ALN) y se resuspendio cada muestra 100
veces. Para verificar la integridad del RNA total se realiz6 electroforesis en gel de agarosa
al 1% (grado biotecnologia VWR Life Science), se cuantifico cada muestra en
espectrofotometro (UV/Vis BioDrop DUO PC) y se observo la relacion 260/280 nm para
verificar la pureza (se consider6 aceptable a partir de 1.8). Con el objetivo de evitar falsos
positivos se elimind todo el DNA gendémico por medio de la enzima DNAsa Turbo
(INVITROGEN) 2U/uL, cada muestra de RNA purificado se llevo a un volumen total de
20 uL por reaccion (15 uL de muestra, 2 uL de ALN, 1 uL de DNAsa y 2 uL de buffer
para DNAsa 10X). Se dejé incubando 30 min a 37°C, y se realizd6 una segunda
purificacion para inactivar a la DNAsa.

RT-PCR cuantitativa: Un total de 200 ng de RNA de cada muestra purificada fueron
tomados para un volumen final de reaccidon de 10 uL por tubo de reaccion, con la enzima
iTaq Universal SYBR Green One Step kit (BIO-RAD, USA), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, 5 uL de iTaq universal SYRGreen (1x), 0.125 uL (1x) de RT
scritpt, oligos F y R 0.3 uL de cada uno (300 nM) y ALN. Se llevo a cabo la amplificacion
con las siguientes condiciones de reaccion de transcripcion reversa (RT) a 10 min, a 50°C,
desnaturalizacion del DNA y activacion de la polimerasa 1 min a 95°C, 40 ciclos de
amplificacion (desnaturalizacion 10 s a 95°C, alineacion y extension 60 s a 60°C). Para
evitar falsos positivos cada reaccion se repitid suprimiendo el paso de la RT en el

termociclador (BIORAD, CFX-96) para cada uno de los pares de oligos.

4.2.9 Analisis estadistico

La significancia estadistica fue determinada utilizando el analisis de varianza de una via

(ANOVA), con comparaciones multiples de Tukey. Una probabilidad p< 0.05 se considerd

estadisitcamente significativo.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Pruebas de viabilidad (ensayos MTT)

Los resultados de actividad metabolica no indicaron cambios significativos, lo que sugiere
que no hay cambios en la actividad proliferativa en los tratamientos de esterilizacion (Fig.
30). Sin embargo, los macrofagos cultivados a 5 dias sobre superficies esterilizadas con

autoclave presentan una menor viabilidad celular al compararse con los otros dos métodos.
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Figura 30 Resultados ensayo MTT de macrofagos RAW 264.7 cultivados sobre superficies de TiO; esterilizadas con los
tres métodos. Los resultados fueron no significativos (ns) para un valor p < 0.05.

4.3.2 Adherencia y morfologia de los macrofagos RAW 264.7 sobre las superficies

La polarizacion de los macroéfagos RAW 264.7 en respuesta a las superficies de NTs de TiO»

con los tres métodos de esterilizacion fue investigada. Se conoce que la polarizacion de los
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macrofagos tiene un claro impacto sobre la morfologia celular, por lo que los macrofagos

M1 son redondeados mientras que los M2 poseen forma de huso (122).

A las 4 h de cultivo se puede observar por SEM, que existe una menor proliferacion de los
macrofagos RAW 264.7 sobre las superficies de NTs esterilizadas con autoclave (Fig. 31,
inciso a), a diferencia de las superficies esterilizadas con rayos UV (Fig. 31 inciso b) y con
etanol (Fig. 31 inciso c) las cuales muestran una mayor proliferacion. A mayor magnificacion
se pueden observar signos de adherencia a través de prolongaciones citoplasmicas y de
filopodias de los macrofagos sobre las tres superficies tratadas con los distintos métodos de
esterilizacion (Fig. 32). Sin embargo, en las superficies tratadas con autoclave, los
macrofagos RAW 264.7 muestran filopodias cortas indicando una menor fuerza de
interaccion de las células con la superficie (Fig. 32). En las superficies esterilizadas con rayos
UV y etanol al 70%, las células parecen interactuar mas estrechamente unas con otras asi
como con la superficie, observando filopodias mas largas y delgadas (Fig. 32). Esto indica
que cuando las superficies son esterilizadas con autoclave disminuye la adherencia y
proliferaciéon de los macrofagos. La morfologia es circular en todas las superficies

demostrando una morfologia celular acorde con el fenotipo M1.

100°um

Figura 31. Micrografias SEM de macrofagos RAW 264.7 cultivados a 4 h sobre superficies anodizadas de TiO:
esterilizadas con tres métodos distintos: a) Autoclave, b) Rayos UV, c¢) Etanol al 70%.
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Figura 32 Micrografias SEM de macrofagos RAW 264.7 cultivadas a 4 h sobre superficies de NTs esterilizadas con tres
métodos de esterilizacion distintos, que muestran filipodias de maginificacion ascendente de arriba hacia abajo.

Los macrofagos cultivados a 24 h sobre NTs tratados con autoclave presentan menor
proliferacion (Fig. 33 inciso a) cuando se comparan con rayos UV (Fig. 33 inciso b) y etanol
(Fig. 33 inciso ¢), como se observa por SEM. Las filopodias son escasas y de mayor grosor
en las superficies con autoclave (Fig. 34). Los macrdéfagos en superficies con rayos UV
presentan mayor numero de filopodias y son mas elongadas (Fig. 34, imagenes del centro).
En las superficies con etanol se observa una mayor interaccion celular (Fig. 34). La
morfologia circular de los macrofagos se observa claramente en la superficie con etanol (2I),
a diferencia de autoclave y rayos U.V. mostrando una morfologia con espiculas en los bordes

(Fig. 34, imagenes inferiores).
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a) b) c)

Figura 33 Micrografias SEM de macrofagos RAW 264.7 cultivados a 24 h sobre superficies de NTs esterilizadas con tres
métodos distintos: a) Autoclave, b) Rayos UV, c) Etanol al 70%.
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Figura 34 Micrografias SEM de macrofagos RAW 264.7 cultivadas a 24 h sobre superficies de NTs esterilizadas con tres
métodos de esterilizacion distintos, que muestran filipodias de maginificacion ascendente de arriba hacia abajo.
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En las imagenes obtenidas por SEM de macrofagos cultivados a 4 dias sobre superficies de
NTs con los tres métodos de esterilizacion (Fig. 35 y 36), se puede observar que los
macrofagos estan extendidos, presentan un mayor tamano, y mayor adherencia sobre las
superficies sometidas a autoclave (Fig. 35 inciso a) y en las tratadas con rayos UV (Fig. 35
inciso b), el aumento de tamafo, extension y granularidad, son indicadores directos de la
diferenciacion de monocitos hacia macréfagos (60). En las superficies tratadas con etanol al
70%, los macrofagos son de menor tamano y de morfologia redonda, con bordes lisos (Fig.
35 inciso c¢), esto indica una menor diferenciacion y activacion. Los filopodias de los
macrofagos RAW 264.7 son de mayor grosor en las superficies de NTs tratadas con autoclave
(Fig. 36), indicando una mayor adherencia y extension celular, lo que se asocia a una excesiva
respuesta inflamatoria, mientras que los macrofagos sobre superficies tratadas con rayos UV

y etanol, las filopodias son mas delgadas (Fig. 36 iméagenes inferiores).

Figura 35 Microfotografias SEM de macrofagos RAW 264.7 cultivados a 4 dias sobre superficies anodizadas de TiO;
esterilizadas con tres métodos distintos: a) Autoclave, b) Rayos UV, c¢) Etanol al 70%.
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Figura 36 Microfotografias SEM de macrofagos RAW 264.7 cultivadas a 4 dias, sobre superficies de NTs esterilizadas
con tres métodos de esterilizacion distintos, que muestran filipodias de maginificacion ascendente de arriba hacia abajo.

4.3.3 Citoesqueleto de actina en macrofagos RAW 264.7 sobre superficies de NTs con
diferentes técnicas de esterilizacion.

Con el objetivo de explorar la influencia de las superficies de NTs esterilizadas con los tres
diferentes métodos, sobre los cambios fenotipicos, se examind el citoesqueleto de actina, que
esta relacionado con el fenotipo de los macrofagos M1 y M2 (123). Los macrofagos se
cultivaron en superficies a 24 h, un tiempo suficiente para revelar una respuesta inflamatoria
aguda sobre las diferentes superficies, y fueron evaluados por inmunofluorescencia con
anticuerpo anti-phaloidina conjugados con Alexa-Fluor 488 (verde), que se une a la F-actina
del citoesqueleto. En las superficies control o superficies de Ti6Al4V pulido a espejo
(Fig.37A y B), se observan macrofagos adheridos que muestran morfologias redondas,
algunos macrofagos presentan abundantes filopodias que dan una apariencia espiculada (Fig.
37B), se observan lamelipodias en el limite de la membrana plasmatica (Fig 37B, flecha roja)

asociadas a migracion y extension celular (82) y pocos macrofagos presentan cuerpos

86



celulares elongados. Los macréfagos extendidos y con abundantes filopodias son
caracteristicos de los macrofagos activados (124). La mayoria de las células presentan
estructuras agrupadas de F-actina que tienden a concentrarse alrededor del nucleo (Fig. 37B)
compatibles con el fenotipo M1 (125). Por lo tanto, los macréfagos sobre superficies pulidas
de Ti6Al4V presentan macrofagos redondeados y extendidos compatibles con el fenotipo M1
o profinflamatorio (122). No se observan fibras de estrés, posiblemente por dificultad celular

para conducir el proceso de proliferacion (125).

En superficies tratadas con autoclave los macrofagos cultivados a 24 h presentan morfologia
redondeada (Fig. 37C y D), con escasos macréfagos elongados, esta pérdida de elongacion
se puede asociar con baja motilidad celular (126) de los macrdéfagos sobre las superficies
tratadas con autoclave. A mayor magnificacion de una de las areas exploradas se observa un

macrogafo elongado (Fig. 37D) con escasas filopodias.

En las superficies tratadas con rayos UV, los macréfagos cultivados a 24 h presentan una
mayor proliferacion y extension sobre la superficie (Fig. 37E y F), su morfologia es variada,
algunos presentan forma elongada y otros redondeada, con apariencia espiculada por la
presencia de multiples filopodias, escasas células presentan el citoesqueleto de F-actina
agrupado y orientado hacia el ntcleo celular asociados al fenotipo M1 (125, 127). A mayor
magnificacion del area marcada en el recuadro (Fig. 37F) se observan macréfagos con el
citoesqueleto de F-actina orientado hacia la periferia compatible con el fenotipo M2 (125,

127) y macréfagos con forma en huso compatibles con M2.

En superficies esterilizadas con etanol al 70%, los macréfagos cultivados a 24 h (Fig. 37G y
H) se observa una menor proliferacion celular, los macrofagos muestran una morfologia
redondeada y algunos presentan filopodias espiculadas con morfologia tipo ‘“huevo
estrellado” (Fig. 37H), compatibles con la activacion y morfologia de los macrofagos M1 o
pro-inflamatorios (128). El citoesqueleto de F-actina se encuentra agrupado y localizado
principalmente hacia el nucleo, lo cual sugiere que se encuentran principalmente macrofagos

M1 o pro-inflamatorios (127).
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Figura 37 Imdgenes de inmunofluorescencia de citoesqueleto de actina (verde) de macrofagos sobre superficies control

de Ti6Al4V a 24 h de cultivo (4) la magnificacion del recuadre (B), sehre superficies de NTs esterilizadas con autoclave

(C) v ia magnijicacion del recuadro (D). Sobre NTs esterilizados con rayos UV (E) y la magnificacion del recuadro (F).

Sobrz NTs esierilizados con etanol (G) y la magnijicacion del recuadro (H). Nucleos (azul). Lamelipodias (flechas rojas)
v filopodias (flechas blancas).
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4.3.4 Andlisis de expresion de macroéfagos RAW 264.7 sobre superficies de NTs
esterilizadas.

El RNA de macrofagos cultivados a 3 y 6 dias, sobre superficies de NTs esterilizadas con
autoclave, rayos UV y etanol al 70%, fue purificado con TRIzol. Se afiadi6 DNAsa a cada
muestra de RNA aislado para eliminar DNA gendmico y evitar falsos positivos, y para
inactivar a la DNAsa se volvieron a repurificar con TRIzol. Para verificar la integridad del
RNA se realiz6 electroforesis en agarosa al 1%, se cuantificd con nanodrop y se verifico la
pureza. En todas las muestras se logrd obtener RNA ribosomal (subunidades 28S y 18 S)

(Fig. 39, 40 y 41).
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Figura 38 Electroforesis en gel de agarosa de RNA de macrofagos RAW 264.7 sobre superficies esterilizadas cultivados a
3 dias. PM=marcador de peso molecular, AC= autoclave control, ANT= Autoclave NTs, EC= Etanol control, ENT=
Etanol NTs, UVC= UV control, UVNT= UV NTs. Las flechas sefialan las bandas que corresponde a las subunidades 28S
vy 18S de RNA ribosomal.
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Figura 39 . Electroforesis en gel de agarosa de RNA de macrofagos RAW 264.7 sobre superficies esterilizadas cultivados
a 6 dias. PM=marcador de peso molecular, AC= autoclave control, ANT= Autoclave NTs, EC= Etanol control, ENT=
Etanol NTs, UVC= UV control, UVNT= UV NTs. Las flechas seialan las bandas que corresponde a las subunidades 28S
vy 18S de RNA ribosomal.
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Figura 40 Electroforesis en gel de agarosa de RNA de macrofagos RAW 264.7 sobre superficies esterilizadas cultivados a
6 dias. PM=marcador de peso molecular, AC= autoclave control, ANT= Autoclave NTs, EC= Etanol control, ENT=
Etanol NTs, UVC= UV control, UVNT= UV NTs. Las flechas seialan las bandas que corresponde a las subunidades 28S
y 18S de RNA ribosomal.

El RNA purificado de macrofagos RAW 264.7 fue retrotranscrito a DNA para analisis de
expresion por medio de RT-PCR cuantitativa. El fenotipo M1 se evaludé con iNOS y CCR?7,
y el M2 con CD206. También, se analizo el gen de la enzima constitutiva Gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Se analizé el RNA de macréfagos estimulados con LPS

para obtener el control positivo del fenotipo M1 (Figura 42), que muestra una mayor
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expresion relativa de iNOS y CCR7 en comparacion con el gen constitutivo GAPDH y una
menor expresion de CD206, este ultimo debe estar elevado en los macréfagos con fenotipo

M2.
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Figura 41. Grdfica de resultados de RT-PCR cuantitativa del control positivo de macrofagos RAW 264.7 fenotipo M1.
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4.4 DISCUSION

Los macréfagos son las primeras células que responden cuando se implanta un biomaterial,
debido a que forman parte de la respuesta inmune innata y adaptativa. Existe evidencia
creciente que las propiedades de superficie del biomaterial, tanto quimicas como fisicas,
influencian la funcién de los macréfagos y los dirigen hacia un fenotipo pro-inflamatorio
(M1) o hacia un fenotipo antiinflamatorio (M2) responsable de la reparacion tisular (58).
Tradicionalmente se sabe que las sefiales quimicas, tales como citoquinas y quimioquinas,
inducen la polarizacion de los macrofagos hacia estos fenotipos (129). Sin embargo, existe
evidencia creciente de que las caracteristicas fisicas de las superficies de los biomateriales,
como el tamafio del poro (130) y la topografia (131) intervienen en este proceso (125). Se ha
demostrado que los métodos de esterilizacion afectan significativamente las caracteristicas
de los nanotubos (NTs) de TiO» (68), pero existe escasa evidencia acerca de la influencia de
los métodos de esterilizacion sobre las superficies nanoestructuradas en la
inmunomodulacién de los macrofagos. En este estudio se demostro que diferentes métodos
de esterilizacion de las superficies nanoestructuradas pueden afectar el fenotipo de la linea
celular de macréfagos murinos RAW 264.7. Los tres métodos de esterilizacion evaluados
fueron autoclave humeda, rayos UV y etanol al 70%. A lo largo del tiempo se ha observado
que los macrofagos prefieren adherirse a superficies rugosas que a superficies lisas (132).
Recientemente los investigadores han evaluado el efecto de las superficies rugosas sobre la
secrecion de citoquinas inflamatorias por los macrofagos, demostrando que superficies
rugosas de Ti en ausencia de estimulacion con LPS incrementan la secrecion de a-TNF
mientras disminuyen la secrecion de la proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1) en
RAW 264.7 (133). Ademas, existe evidencia de que los biomateriales de uso médico con
NTs 70 nm de diametro reducen la respuesta inflamatoria. En dicho estudio se evalud la
respuesta de los macrofagos RAW 264.7 a las superficies de NTs con diferentes diametros,
y determinaron que los macréfagos mostraban una mayor adherencia a superficies
nanoestructuradas cuando se comparan con superficies lisas del mismo material, y detectaron
que las superficies con NTs de 70 nm de didmetro disminuyen de forma significativa la
secrecion de factor de necrosis tumoral (TNF) en macrdéfagos cultivados en dicha superficies

(124). En otro estudio se demostr6é que los NTs disminuyen la activacion de los macréfagos

94



RAW 264.7 a través de la inactivacion simultanea de las vias de sefializacion p38/ERK/JNK
MAPK y NF-kB, y que reducen la secrecion de TNF-a, NO y de MCP-1, citoquinas
proinflamatorias (134). Las superficies anodizadas utilizadas en nuestro estudio fueron NTs
de 70 nm de didmetro, por lo que se puede concluir que estas superficies disminuyen la
activacion de los macrofagos, si se comparan con otros tamafios en didametro. No obstante,
los métodos de esterilizacién pueden afectar las caracteristicas de los NTs. Los principales
parametros que son afectados por el método de esterilizacion son la quimica de superficie y
la humectabilidad (66). Estudios previos demuestran que el método de esterilizacion utilizado
en las superficies de Ti puede afectar su citocompatibilidad (68, 120, 135). Por otra parte,
Vezeau y colaboradores, reportan que la esterilizacion con autoclave aumenta la
hidrofobicidad de las superficies de los biomateriales, demostrado por incrementa del angulo
de contacto, debido a que acrecienta el grosor de la capa de 6xido en las superficies de Titanio
(135). En el estudio realizado por Junkar y colaboradores demuestran que los NTs son
destruidos por el autoclave himedo, mientras que las superficies de NTs esterilizadas con
rayos UV permanecen intactas, indicando que el método de esterilizacion con autoclave no
es una técnica apropiada para NTs de TiO, afectando su biocompatibilidad (120). Los
hallazgos presentados en este estudio son consistentes con los estudios discutidos, ya que los
macrofagos RAW 264.7 mostraron una menor adherencia y proliferacion sobre superficies
de NTs esterilizadas con autoclave. En las imagenes obtenidas por SEM a 4 y 24 h de cultivo
y en los experimentos de caracterizacion del citoesqueleto de actina por
inmunofluorescencia, se demuestra que la mayoria de las células presentan escasos
filopodias. Sin embargo, a 4 dias de cultivo los macrofagos RAW 264.7 muestran células
adheridas a las superficies tratadas con autoclave con una morfologia extendida y espiculada,
con filopodias de gran grosor que sugieren una mayor respuesta inflamatoria en etapas tardias

(60).

Por otra parte, Han y colaboradores concluyen que los rayos UV mejoran la bioactividad y
la respuesta celular de las superficies de Titanio al aumentar los grupos basicos Ti-OH en las
superficies, haciéndolas mas hidrofilicas (136). Por otro lado, Zhao concluye que los rayos
UV y etanol aumentan la energia libre de superficie e inducen una mayor adhesion y

proliferacion celular que cuando se esterilizan con autoclave. Concluyeron que la energia
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libre de superficie disminuye debido a que las grandes cantidades de contaminantes
hidrofobicos cubren la superficie y enmascaran la diferencia en la energia de superficie,
resultado de las diferentes texturas en las superficies (68). El tratamiento de las superficies
de NTs con rayos UV causa excitacion de los electrones lo que origina una reaccion catalitica,
que remueve las especies reactivas de oxigeno generadas en la superficie de los NTs,
facilitando la eliminacion de los hidrocarburos que reaccionan con éstos radicales libres
(137). Aunado a este principio, la irradiacion directa de las superficies de Ti con rayos UV
por si misma también remueve la capa de hidrocarburos (138). A través de estos procesos,
las superficies de Ti se vuelven mas hidrofilicas y adquieren carga positiva, transformandose
en una superficie con mayor bioactividad, promoviendo la absorcién de proteinas y la
adhesion celular (139). Los reportes presentados en este trabajo indican que los macréfagos
RAW 264.7 cultivados sobre superficies de NTs esterilizadas con rayos UV, promueven una
mayor adhesion y proliferacion celular desde etapas tempranas hasta un periodo de 4 dias.
Después, en esta etapa también se observan macréfagos con rasgos morfoldgicos compatibles
con diferenciacion (indicar diferenciacion a que tipo celular) (60). El estudio del
citoesqueleto de actina de estas cé€lulas sobre las superficies tratadas con UV, demuestran
que esta superficie permite que el macréfago se active hacia el fenotipo M1 o pro-
inflamatorio ya que presenta la morfologia espiculada caracteristica de estas células como lo
se observo en los resultados de las células estimuladas con LPS utilizadas como control

positivo de M1 en este estudio.

En el caso del protocolo de esterilizacion con etanol al 70%, en un estudio se demostrd que
disminuye en forma significativa la concentracion de grupos hidroxilo en superficies de Tiy
que esto puede afectar la adherencia celular (140). En este estudio se observd que en las
superficies de NTs esterilizadas con etanol al 70% los macrofagos RAW 264.7 presentaron
menor adherencia, de acuerdo con las imagenes obtenidas por SEM a 4 dias. Ademas, se
detectaron escasas filopodias y células con morfologia redonda y bordes lisos, que también
fueron analizados por SEM y por inmunofluorescencia del citoesqueleto de actina,

informacion que sugieren que son compatibles con el fenotipo M1 o proinflamatorio.
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La viabilidad de los macrofagos RAW 264.7 sobre las superficies de NTs esterilizadas con
los tres métodos no fue afectada, indicando que las tres superficies permiten la proliferacion
celular sin resultar en cambios detectables. Se ha desmostrado que sefiales topologicas
pueden conducir cambios en la forma y en el citoesqueleto de los macrofagos (123). En los
estudios del citoesqueleto de actina por inmunofluorescencia de los macrofagos RAW 264.7
a 24 h, se observo en las superficies de NTs tratadas con autoclave y las superficies lisas, que
los macrofagos presentaron una morfologia similar. Se detectd que los cuerpos celulares de
aspecto redondeado y el citoesqueleto de F-actina agrupado y localizado principalmente
hacia el nucleo, ambas son caracteristicas que se han asociado al fenotipo MI o
proinflamatorio (125). Estos hallazgos indican que las superficies lisas de Ti y las superficies
de NTs esterilizadas por autoclaveinducen una respuesta inflamatoria propia del fenotipo M1
en etapas tempranas. De acuerdo a investigaciones previas se ha establecido que los
macrofagos M1 predominan en la etapa temprana (1-5 dias) después del dafio o estimulo,
mientras que los macréfagos M2 dominan en etapas tardias (4-10 dias), aunque pueden estar
presentes desde etapas iniciales (141). Esto quedé demostrado en este estudio en donde se
observo el predominio de la morfologia redondeada compatible con M1 y de escasas células
con morfologia en huso compatible con M2 a las 24 h de cultivo en superficies control y en
superficies de NTs esterilizadas con autoclave. En cambio, en las superficies de NTs tratados
con rayos UV, se observo la presencia de macrofagos con morfologia compatible tanto con
M1 como con M2 desde las 24 h de cultivo, indicando un balance entre ambas poblaciones
celulares. Es necesario un balance entre estas poblaciones de macréfagos para una reparacion
apropiada del dafo e integracion del biomaterial (142). En el caso de las superficies de NTs
esterilizadas con etanol al 70%, se encontrd un predominio desde etapas tempranas hasta
tardias de macrofagos compatibles con el fenotipo MI, indicando que este tipo de
esterilizacion puede prolongar el estado inflamatorio. En los estudios por SEM a 4 dias de
los macrofagos RAW 264.7 sobre las tres superficies tratadas, se observo en autoclave y
etanol al 70% unicamente células redondas compatibles con M1, en cambio, en las
superficies tratadas con rayos UV se observaron células redondas y otras en huso o elongadas,
indicando el inicio del cambio hacia el fenotipo antiinflamatorio. Con base a esto resultados

podemos proponer que las superficies de NTs tratadas con autoclave y etanol al 70%
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prolongan la inflamacion, mientras que las superficies esterilizadas con rayos UV propician

el cambio del estado inflamatorio al antiinflamatorio o asociado a la reparacion tisular.

La habilidad de modular el fenotipo de las células inmunes por el ambiente fisico es critico
para la reparacion tisular, y es importante recordar que este es el objetivo de la medicina
regenerativa. La polarizacion de los macrofagos que se genera durante la respuesta a cuerpo
extrafo inducida por el biomaterial implantado, resulta critico que sea hacia el fenotipo M2,
que es indicativo de remodelacion alrededor del implante (57). Por lo que es conveniente
utilizar una superficie que induzca la polarizacion de los macréfagos hacia el fenotipo M2
como son los NTs. Ademas, el método de esterilizacion debe ser conservador de los
parametros fisicoquimicos superficiales, de acuerdo con los hallazgos de este estudio resulta
ser el método de esterilizacion con rayos UV. Segun Hotchkiss, el incremento de la
humectabilidad de la superficie tiene un efecto inmunomodulador mas fuerte que la
rugosidad, sus resultados sugieren que la humectabilidad junto con la rugosidad de la
superficie incrementan la produccion de proteinas pro y anti-inflamatorias que resulta en la
activacion de macrofagos M2 (143). Las superficies con NTs exhiben un fuerte efecto
inhibidor sobre los niveles de citoquinas y marcadores de superficie relacionadas a M1 (144),
debido a esto, es indispensable que la arquitectura de los NTs sea conservada. Por lo tanto,
las superficies de NTs esterilizadas con rayos UV y con etanol al 70%, son las que mejor
conservan la morfologia de los NTs y disminuyen los niveles de marcadores relacionados a

M1, de acuerdo a lo sugerido por los estudios de RT-PCR.

Los macrofagos M1 proinflamatorios o clasicamente activados, producen NO y ROS,
convirtiéndolos en agentes celulares mas citotoxicos (145). Ademas, los M1 secretan grandes
cantidades de citoquinas pro-inflamatorias que prolongan la inflamacion. De manera
contraria, los macrofagos M2, antiinflamatorios o alternativamente activados, poseen un alto
potencial angiogénico comparado con los M1 (146). Producen factores de crecimiento, tales
como, factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF), VEGF y factor de crecimiento
de fibroblastos (FGF) (146, 147). Los macrofagos M2 producen grandes cantidades de
arginasa, la cual transforma la arginina en ornitina, un precursor de colageno, esto contribuye

a la formacion de la matriz extracelular, promoviendo el crecimiento celular y la cicatrizacion
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(148). Todas estas caracteristicas determinan que los macréfagos M2 se asocien con
reparacion y crecimiento tisular (149). De acuerdo con los resultados obtenidos de esta
investigacion, las superficies con NTs esterilizadas con rayos UV son las que promueven en

mayor grado el fenotipo M2.

En un estudio del citoesqueleto de macrofagos humanos, realizado por Vereyken, se observo
que los macrofagos M1 de aspecto redondeado se asocian a menor motilidad y mayor
adherencia, a diferencia de los M2 que son mas elongados y se asocian a mayor motilidad,
sugiriendo mayor tendencia a la migracion tisular (127). De acuerdo a esto, nuestro estudio
muestra por imagenes SEM y por medio del estudio del citoesqueleto de actina por
inmunofluorescencia que los macrofagos RAW 264.7 cultivados sobre superficies de NTs
esterilizadas con autoclave una mayor adherencia y en esta misma superficie y en la tratada
con etanol al 70% una morfologia redondeada asociada a M1, por lo tanto, una menor
motilidad y mayor adherencia de los macroéfagos RAW 264.7 en ambas superficies. En
cambio, en las superficies de NTs tratadas con rayos UV, los macrofagos RAW 264.7

mostraron una morfologia elongada indicando una mayor motilidad.
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CONCLUSIONES

Las principales aportaciones del estudio de los dos tipos celulares evaluados sobre superficies
anodizadas de TiO, permiten concluir que las CE aisladas de pacientes con aterosclerosis son
células en estado de senescencia, que presentan una mayor sobrevida, adherencia, migracién
celular, gran depdsito de matriz extracelular y formacion de uniones focales adherentes sobre
las superficies de NTs. Todo esto promueve la formaciéon de una monocapa endotelial

adecuada sobre superficies de NTs a corto plazo.

En relacion a la linea celular de macrofagos RAW 264.7, estudiados sobre superficies de NTs
con los tres tratamientos de esterilizacion se puede concluir que el método de esterilizacion
con rayos UV promueve la polarizacion de los macrofagos hacia el fenotipo M2 o
antiinflamatorio asociado a una mejor reparacion tisular, y que no es adecuado el uso de
autoclave como método de esterilizacion de los dispositivos para uso médico fabricados con
superficies de NTs porque promueve una mayor respuesta inflamatoria o polarizaciéon hacia
el fenotipo M1 o pro-inflamatorio, que puede desencadenar la inflamacion cronica que
conduce al rechazo del biomaterial. En forma similar la esterilizacion con etanol al 70% de

las superficies anodizadas estimula la diferenciacion al fenotipo M1 o proinflamatorio.
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ANEXOS

14/5/2019 https://sirelcis.imss.gob.mx/s2/scnic/protocolos/dictamen/9951
[
N7 Direccién de Prestaciones Médicas ‘;)
1\'1 E X ] O - Unidad de Educacion, Investigacidn y Politicas de Salud

—-—-—-— Coordinacion de Investigacién en Salud lM$

Dictamen de Aprobacién

Martes, 14 de mayo de 2019
Ref. 09-B5-61-2800/201900/ 10 21

M.C. José Carlos Alcocer Cafiez
COORDINACION CLINICA DE CIRUGIA, H GRAL ZONA NUM 30
Baja California

Presente:

Informo a usted que el protocolo titulado: Evaluacién del proceso de angiogénesis in vitro de
células endoteliales arteriales de pacientes con aterosclerosis sobre superficies
nanoestructuradas., fue sometido a la consideracion de este Comité Nacional de Investigacion
Cientifica.

Los procedimientos propuestos en el protocolo cumplen con los requerimientos de las normas
vigentes, con base en las opiniones de los vocales del Comité de Etica en Investgacion y del Comité
de Investigacion del Comité Nacional de Investigacion Cientifica del IMSS, se ha emitido el
dictamen de APROBADO, con nimero de registro: R-2019-785-035.

De acuerdo a la normatividad vigente, debera informar a esta Comité en los meses de enero y julio de
cada afio, acerca del desarrollo del proyecto a su cargo. Este dictamen so6lo tiene vigencia de un afio.
Por lo que en caso de ser necesario requerira solicitar una reaprobacién al Comité de Etica en
Investigacion del Comité Nacional de Investigacion Cientifica, al término de la vigencia del mismo.

Ate td/mente, N —

L/P 7 /J/l/é/f/// 277 // .
<~ Dra. Maria Susana Navarrete Navarro

Secretaria Ejecutiva

Comité Nacional de Investigacion Cientifica

Anexo comentarios:
Se anexa dictamen y comentarios
SNN/ iah. F-CNIC-2018-247

C1 Y
IMSS
SEGURIDAD ¥ SOLIDARIDAL SOCLAL
4 piso Blogue ™ B de la Tidnd de Coagresos L. Cubtémoc 330 Col. Drutorss Misdco 0720 SG276000 o2 21210 condsacs bk

https://sirelcis.imss.gob.mx/s2/scnic/protocolos/dictamen/9951 17
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Direccién de Prestaciones Médicas
Unidad de Educacion, Investigacién y Politicas de Salud
Coordinacién de Investigacién en Salud

Y
GOBIERNO DE i‘)ﬂ 2020 Divisién de Desarrollo de la Investigacién
MEXICO \ LEONA VICARIO Comité de Etica en Investigacion
Oficio No. 09 B5 61 61 2820/2020/ 0745 Ciudad de México, a 25 de mayo de 2020.

Dr. José Carlos Alcocer Cafez
Investigador Responsable
Coordinacion Clinica de Cirugia,
H Gral. Zona NUm. 30

Presente

En relacién al protocolo titulado: “Evaluacién del proceso de angiogénesis in vitro de
células endoteliales arteriales de pacientes con aterosclerosis sobre superficies
nanoestructuradas”, con numero de registro 2019-785-035, el Comité de Etica en
Investigacién CONBIOETICA-09-CEI-009-20160601 revisé y aprobo la solicitud de
reaprobacién anual del proyecto por el periodo del 27 de mayo de 2020 al 26 de mayo de
2021. A su vez, se aprueba el cronograma actualizado.

Sin otro particular, reciba un cordial saludo.

Atentamente

| heraCho—

Dr. Marcos Gutiérrez de la Barrera
Presidente

Comité de Etica en Investigacién
Coordinacién de Investigacion en Salud
Centro Médico Nacional Siglo XXI

RBB/mcjbm
FCNIC-2018-247

Av. Cuauhtémoc No. 330 Bloque “B” - 4°. Piso, Anexo a la Unidad de Congresos del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, Col. Doctores, Alcaldia Cuauhtémoc, Ciudad de México., C. P. 06720Tel. (55)
5627-6900, Ext.21230. :

N a3
SRR N
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[ N INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

‘.q \B UNIDAD DE EDUCACION, INVESTIGACION Y POLITICAS

L D)) DE SALUD

| MSS R COORDINACION DE INVESTIGACION EN SALUD

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO (ADULTOS)
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPACION EN
PROTOCOLOS DE INVESTIGACION

Nombre del estudio: “Evaluacién del proceso de angiogénesis in vitro de células

endoteliales arteriales de pacientes con aterosclerosis sobre superficies nanoestructuradas”

Patrocinador externo: Instituto de Ingenieria de la Universidad Auténoma de Baja

California.

Mexicali, B.C. a

Numero de registro: R-2019-785-035

Justificacion y objetivo del estudio: Evaluar el proceso de formacion de nuevos vasos

sanguineos sobre dispositivos de reemplazo vascular para mejorar la circulacion en areas del

cuerpo afectadas por aterosclerosis.

Procedimientos: Se tomaran fragmentos de vasos sanguineo del miembro amputado para

aislar sus células, analizarlas y colocarlas sobre superficies sintéticas, al terminar los estudios

las muestras seran desechadas, solo seran utilizadas en este estudio.

Posibles riesgos y molestias: No sufrird ninglin riesgo ni molestia asociados a este

procedimiento.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio: Con su participacion

contribuira al desarrollo de mejores superficies sintéticas que mejoraran la circulacion.

Participacion o retiro: Si tiene alguna duda puede preguntar, si desea no participar con su

muestra en el estudio puede retirarse en el momento que quiera sin que afecte la atencioén

médica recibida por parte del IMSS.

Privacidad y confidencialidad: Usted no serd identificado, la muestra se manejara con

nimero de folio durante su andlisis y su nombre no aparecerd en ninguna presentacion ni

publicacion que derive de este estudio, se mantendra absoluta confidencialidad.

Coleccion de tejido:

No autorizo que se tome la muestra del miembro amputado.

Si autorizo que se tome la muestra del miembro amputado solo para este estudio.

I:l Si autorizo que se tome la muestra del miembro amputado para este estudio y
estudios futuros.

Beneficios al término del estudio: Ninguno en forma directa para usted.

En caso de dudas o aclaraciones relacionadas con el estudio dirigirse a:

Investigador responsable: Jos¢ Carlos Alcocer Canez, médico no familiar del Hospital
General de Zona No. 30 del IMSS, matricula 11075384, teléfono (686) 555 51 50 extension
31329, en horario de 7:30 am a 2 pm de lunes a viernes.

Colaboradores:

Martha Teresa Garcia Lopez Portillo, Unidad de Ciencias de la Salud, UABC. Teléfono (686)
565 35 07, en horario de 4 a 7 pm de lunes a viernes.
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Ernesto Alonso Beltran Partida, Investigador del laboratorio de Biologia celular del Instituto
de Ingenieria UABC, teléfono (686) 566 41 50 extension 120, en horario de 8 am a 6 pm de
lunes a viernes.

Benjamin Valdez Salas, Jefe del laboratorio de Corrosion y materiales del Instituto de
Ingenieria UABC, teléfono (686) 566 41 50 extension 106, en horario de 8 am a 6 pm de
lunes a viernes.

Ernesto Alonso Valdez Salas, Instituto de ingenieria UABC. Teléfono (686) 5 66 41 50, en
horario de 8 am a 2 pm de lunes a viernes.

En caso de dudas o aclaraciones sobre sus derechos como participante podra dirigirse a:
Comision de Etica de Investigacion de la CNIC del IMSS: Avenida Cuauhtémoc 330 4° piso
Bloque “B” de la Unidad de Congresos, Colonia Doctores. México, D.F., CP 06720.
Teléfono (55) 56 27 69 00 extension 21230, Correo electronico:
comiteeticainv.imss@gmail.com

Nombre y firma del participante Nombre y firma de quien obtiene el consentimiento
Testigo 1 Testigo 2
Nombre, direccion, relacion y firma Nombre, direccion, relacion y firma

Clave: 2810-009-013
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