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ABSTRACT OF THE DISSERTATION

Evaluation and characterization of the biological response of tissue

growth on nanostructured titanium alloys surfaces

The recent growth of nanotechnology, and its applications to regenerative
medicine and tissue engineering, has promote in vitro studies involving mammalian
cells, for the use of nanostructures that are capable of regulate cellular functions.
The role of a surface provides more than just cellular support; it also works as an
intelligent entity guiding and controlling cellular behavior. The fabrication of
nanostructured surfaces has provided influencing characteristics enhancing the
cellular performance. So, in the present work, we report the effectiveness of
nanostructured dimensions for its application in regenerative medicine and tissue
engineering. Emphasizing on the observed effects of nanostructures on cell
behavior and focused discussions on sustained, improved biocompatibility,
phenotype conservation and the bactericidal properties gained by the nano-
configuration, in order to improve further evidence that give support of the
application of nanostructures on therapeutic treatment and improving the quality of

life for the patients that requires scaffoldings.



RESUMEN

Evaluacién y caracterizacion de la respuesta biolégica del crecimiento

tisular en superficies de aleaciones de titanio nanoestructurado

Con el reciente crecimiento de la nanotecnologia, y las aplicaciones de la
estructuras nanométricas en el area de la medicina regenerativa y la ingenieria
tisular, se ha encontrado en estudios in vitro utilizando células mamiferas que las
nanoestructuras son capaces de regular la funcionalidad celular. El papel de los
sustratos aplicados con la finalidad de regenerar tejidos no solo es meramente un
soporte mecanico, sino también son capaces de actuar como superficies
inteligentes, guiando y controlando el comportamiento celular. La fabricacion de
nanoestructuras superficiales proveen caracteristicas que influyen en el
comportamiento celular, tal vez por imitar las dimensiones nanométricas de las
estructuras celulares. En este estudio reportamos que las dimensiones
nanometricas son una efectiva estrategia en aplicaciones para medicina
regenerativa e ingenieria tisular, haciendo énfasis en la observacion de los efectos
de las nanoestructuras en el comportamiento celular. Con discusiones enfocadas
en el sustento, mejora de la bicompatibilidad, conservacion del fenotipo tisular asi
como la regulacion bactericida que ofrecen las superficies nano-configuradas, con

la finalidad de proveer mayores evidencias que den sustento al uso de



nanoestructuras para aplicaciones terapéuticas y mejorar la calidad de vida del

paciente que lo requiera.
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Figura 45. Crecimiento endotelial a diferentes tiempos de incubacion
analizados a baja magnificacion. a) Endotelio en TiO, a d1. b) En Ti a d1. c)
Monocapa TiO, a d3. d) Células en Ti a d3. e) Monocapa en TiO, a d8. f)
Endotelio en Ti a d8. g) Monocapa a d30 en TiO,. h) Monocapa a d30 en Ti.
La barra de escalaes de 500 Um.......coiiiiii i

Figura 46. Crecimiento endotelial a diferentes tiempos de incubacion
observados a alta magnificacion. a) Endotelio en TiO, a d1. b) En Ti a d1. ¢)
Monocapa TiO, a d3. d) Células en Ti a d3. e) Monocapa en TiO, a d8. f)
Endotelio en Ti a d8. g) Monocapa a d30 en TiO,. h) Monocapa a d30 en Ti.
Los circulos punteados amarillos representan los cuerpos celulares que se
formaron en TiO,. Las cabezas de flecha roja indican la formacion de filipodios
en Ti. La linea roja indica el aplanamiento celular. Las cabezas de flechas
verdes, representan los filipodios en forma de dendritas observados. La barra
deescalaes de 20 M. ...

Figura 47. Imagenes de inmunofluorescencia de actina de citoesqueleto. a)
TiO, a dl1. b) Tia dl. c) TiO, a d3. d) Ti a d3. e) TiO, a 30d. f) Ti a d30. La
barra de escalaes de 50 M. ...
Figura 48. Analisis morfologico de BCAEC en Ti sin tratamiento y TiO, a 24h.
a) Elongacién celular. b) proporcion eje menor/mayor. El valor P se obtuvo
realizando una prueba t-student de dos vias: * Indica diferencia
estadisticamente significativa entre TiO, vs Ti P<0.05, # Significancia
estadistica entre Ti VS TIO2 P<0.05... ..o
Figura 49. Morfologia nuclear analizada en BCAEC para cada sustrato. a)
Elongacion nuclear. b) Area de extension. El valor P se obtuvo realizando un
analisis de varianzas de una via seguido de un andlisis de Tukey: *
significancia estadistica para Ti vs TiO,d1 P<0.05, ** Ti vs TiO, a d3 P<0.05,
*** Tj vs TiO, d8 P<0.05, **** TiO, vs Ti d30 P<0.05, x Ti d1 vs Ti d30 P<0.05,
xX Ti d3 vs Ti d30 P<0.05, xxx Ti d8 vs Ti d30 P<0.05, @ TiO, d1 vs TiO, d30
P<0.05, @@ TiO, d3 vs TiO, d8 P<0.05, @@@ TiO, d8 vs TiO, d30 P<0.05...
Figura 50. Efecto de los nanotubos de en la expresion de diferentes proteinas

endoteliales, asi como en la masa mitocondrial...........ccooviiiii .
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Figura 51. Curvas de crecimiento de S. aureus en medio TSB. a) D.O. Asoonm
vs tiempo (h). b) Logip VS tiempo (N)....o.oeinii
Figura 52. Logiy UFC/mL vs tiempo de incubacion para cada uno de los
sustratos experimentales. La grafica de barras muestra las barras de error
como la media de + la desviacion estandar. El valor P se obtuvo realizando un
analisis de varianzas de una via seguido un analisis de Tukey: * indica
diferencia estadistica entre TiO, vs Ti dl P<0.05, ** indica diferencia
estadistica entre TiO, vs Ti a d3 P<0.05, *** indica significancia entre TiO; vs
Ti a d5 P<0.05, # muestra la diferencia estadistica entre TiO, d1 vs TiO, d3
P<0.05, @ seflala cambios significativos entre Ti dl1 vs Ti d3

Figura 53. Micrografias de SEM para S. aureus sobre cada uno de los
sustratos a bajo aumento. a) TiO, d1. b) Ti d1. c) TiO, d3. d) Ti d3. e) TiO, d5.
f) Ti d5. La barra de escala para todas las imagenes esde 5 ym...................

Figura 54. Micrografias de SEM para S. aureus sobre cada uno de los
sustratos a alto aumento. a) TiO, d1. b) Ti d1. ¢) TiO, d3. d) Ti d3. e) TiO, d5.
f) Ti d5. La barra de escala para todas las imagenes es de 500 nm................

Figura 55. Micrografias de AFM para S. aureus a 24h. a) Ti. b) TiO,. La barra
de esCalaes de b M. ...
Figura 56. Proteinas totales adsorbidas vs tiempo. La gréfica de barras
muestra las barras de error como la media de + la desviacion estandar. El
valor P se obtuvo realizando un analisis de varianzas de una via seguido un
analisis de Tukey: * indica significancia estadistica entre Ti vs TiO, d1 P<0.05,
** diferencia estadistica entre Ti vs TiO, d3 P<0.05, @ muestra las diferencias
entre TiO, d1 vs TiO, d3 P<0.05, # diferencias entre Ti d1 vs Ti d3 P<0.05, ##

diferencia significante entre Tid3 vs Tid5 P<0.05.........ccooiiiiiiiiiiiiiiieeee,
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CAPITULO 1

1. Introduccion: historia de la nanotecnologia.

Conforme la tecnologia ha avanzado, el ser humano ha tenido la
oportunidad de dominar escalas mas pequefias de manera mas precisa, lo cual le
ha permitido manejar de forma mas exacta el mundo microscopico. Uno de los
primeros encuentros de la ciencia con la nanotecnologia se origind en la
conferencia titulada “There is a Plenty of Room at the Bottom” (En el fondo hay
espacio de sobra), impartida en 1959 por Richard Feynman en el Instituto
Tecnolégico de California (1, 2). Pero la atraccion no comenz6 si no hasta
mediados de los 80’s con la publicacion de Eric Drexler en 1986, con un
tratamiento popular de los potenciales y las promesas de la hanotecnologia (3). De
acuerdo con la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (siglas en ingles NNI) en los
Estados Unidos de Norteamérica, nanotecnologia se define como el desarrollo y la
investigacion de atomos, moléculas o macromoléculas a niveles inferiores a los
100 nm o 100x10° m (Figura 1) para crear estructuras y sistemas que tengan

nuevas propiedades funcionales (1).

1.1 Nanomedicina.

La nanomedicina es un area de la nanotecnologia que a grandes rasgos se
define como un exhaustivo monitoreo, control, construccion, reparacion, defensa y
mejora para todos los sistemas biolégicos humanos, trabajando desde el nivel

molecular por medio de dispositivos nanoestructurados, para alcanzar beneficios
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médicos (4). Por lo tanto la nanomedicina opera a la escala de alrededor de 100
nm o menos que son dimensiones menores que las moléculas biolégicas y las
estructuras que se encuentran en el interior de la célula. Por ejemplo una proteina
tipica varia en tamafio en alrededor de 3 a 10 nm, mientras que una célula roja
cuenta con un tamafio estandar de alrededor de 6000-8000 nm. La Figura 1 ilustra
un ejemplo de diferentes objetos comparando sus dimensiones a escalas

nanométricas.

Hormiga A
— 1000000 nm
p— 100000 nm
Cabello
Célula roja — 10000 nm
: — 1000 nm
Bacteria
VII’US\ |
FEN N 100 nm
MDN = 10 nm
Molécula «*e 0@ — 1 nm
e°

Figura 1. Cuerpos a diferentes escalas (4).

Interaccionando entre moléculas biologicas-sustratos nanoestructurados, la
nanotecnologia abre un amplio panorama en aplicaciones e investigaciones
biomédicas. La interaccion entre ensamblajes moleculares artificiales o

nanodispositivos y la biomoléculas pueden ser comprendidos tanto en el medio
2



extracelular como en el interior de las células humanas. Por lo que operar a
nanoescala nos permite explotar diferentes propiedades fisicas como las
observadas a microescala, las cuales comprenden la proporcion

volumen/superficie.

1.2 Célulay el compartimiento celular.

La unidad estructural y funcional de la vida en los organismos es la célula.
En la Figura 2 podemos observar las caracteristicas y los componentes complejos

de una célula animal.

~ Centriclos
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Figura 2. llustracion esquematica tridimensional de una célula ideal (5).



Las células mamiferas son tipicamente de 1-100 ym de tamafio, y en
general son de naturaleza esférica. Contienen su ADN encerrado dentro de una
membrana como se muestra en la Figura 3, y a su vez contienen un citoplasma
donde la mayoria de las reacciones metabdlicas tienen lugar (6). Estas células se
encuentran unidas unas a otras para formar tejidos de cuatro tipos generales (5,

7):

Tejido epitelial — son células contiguas unidas estrechamente, que forman

hojas y cubren o revisten el cuerpo.

Tejido conectivo — es el principal encargado de brindar soporte estructural,
medios para el intercambio de sustancias, proporcionar proteccion y

defensa y brindar sitios para el depésito de grasa.

Tejido muscular — son células alargadas las cuales conforman el musculo

estriado o liso.

Tejido nervioso — se encuentra organizado en sistema nervioso central
(SNC), que comprende el encéfalo y la médula espinal y el sistema
nervioso periférico (SNP), los cuales incluye los nervios craneales, nervios

raquideos y sus ganglios relacionados.

Ademas dependiendo del tipo especifico de célula puede tomar diferentes
formas, como son tubulares, elongadas, poligonales, ovaladas, etc (8). La forma
de la célula dictara su funcién y se encuentra conformada principalmente por

estimulos internos y externos (esto puede incluir estrés mecanico, tension o



presion por interactuar con el ambiente externo o con biomoléculas de

sefalizacion).

Citoplasma o e
P o

Y\D— Reticulo endoplasmatico rugoso

\

Cromatina Lamina nuclear

Nucleoplasma

Figura 3. Estructura de la envoltura nuclear (NE). La NE consiste de una
membrana nuclear externa (ONM) continua con el reticulo endoplasmatico rugoso
(RER) y una membrana nuclear interna (INM) (9).

La célula se encuentra constituida por organelos, los cuales son entidades
subcelulares que se encuentran delimitadas por una membrana celular (10) y
presentan una serie de funciones especificas, son como pequefios 6rganos que
mantienen funcionando la célula.

Este trabajo se enfocara en los tres principales componentes involucrados
en la adhesion, proliferacion y morfologia celular los cuales pueden ser descritos
de manera completa en la referencia (6, 7, 10):

e La membrana celular — compuesta de una bicapa lipidica y una variedad de
proteinas embebidas, regula el paso de moléculas e iones, administra el
balance homeostatico y delimita el espacio celular.

e EI citoesqueleto — regula la morfologia celular, organiza la relaciéon de

organelos y facilita el movimiento celular.



e El nucleo - es el contenedor de los acidos nucleicos y control principal de

las funciones celulares.

La membrana celular (Figura 4), también conocida como membrana
plasmatica, marca la frontera entre el espacio interior y exterior celular. Actla
principalmente como una barrera permeable y selectiva, en la cara exterior se
encuentra enlazada la matriz extracelular (ECM) por medio de integrinas. Las
integrinas son una gran familia de proteinas transmembranales que regulan la
adhesion célula-matriz. Estas son responsables de la comunicacion del exterior
celular al interior y viceversa, anclandose por la parte interna al citoesqueleto.

El citoesqueleto es el “sostén” celular, esta conformado por proteinas que se
encuentran en constante polimerizacion denominadas, filamentos de actina,
microtubulos y filamentos intermedios. También es responsable del movimiento
celular, juega un papel muy importante en la division celular y permite el
movimiento de organelos asi como su organizaciéon. Por un extremo el
citoesqueleto se ancla a la membrana celular y por el otro desemboca en el ndcleo
celular, asegurandolo por medio de los filamentos intermedios. El nucleo es el
organelo mas grande, metabdlicamente activo durante el crecimiento y la
diferenciacion (6), es contenedor de los acidos nucleicos y regulador de la funcion,

crecimiento y morfologia celular.

En funcion al enfoque de este reporte se hara una conexion entre la membrana

celular, el citoesqueleto, y el nucleo de la siguiente forma:



I. La membrana celular se encuentra alterada en funcion a los estimulos
externos que reciba por medio del contacto con la ECM, como puede
ser la interaccion con las superficies.

Il. Esto ocasiona que las proteinas transmembranales, como las integrinas,
manden y reciban mensajes a través de los filamentos intermedios del
citoesqueleto.

lll.  El citoesqueleto adopta la forma celular y realiza el arreglo proteico en
funcion a los mensajes enviados o recibidos en forma de moléculas de
sefalizacion o fuerzas de estrés, los cuales llegaran al nucleo.

IV.  El nlcleo ocasiona cambios en la funcién celular como son proliferacion,

divisién celular, morfologia, etc.
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Figura 4. Representacion esquematica de la membrana celular (5).



1.3 Papel de la matriz extracelular.

La matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) es el material
bioldgico producido que da soporte y reside entre las células. La ECM (constituida
por fibras de colageno, laminina y fibronectina principalmente) mantiene a las
células unidas unas a otras, permite que se comuniquen unas con otras, organiza
las células en los tejidos y coordina las funciones celulares por medio de vias de
activacion intracelulares (ej. control del crecimiento celular, proliferacion y
expresion de genes) o estimulaciones fisicas (ej. flujo de fluido bioldgico, presion,
friccion) por medio de proteinas como son integrinas (7, 10). Las interacciones
entre la ECM vy el citoesqueleto se realizan por medio de integrinas (como se
ilustra en la Figura 5) para dar la formacion de complejos de adhesién focal, los
cuales son capaces de mediar sefializaciones nucleares. Este trabajo se enfoca
en la cantidad y la morfologia de la ECM producida sobre superficies
nanoestructuradas y la evaluacion de algunos de los puntos celulares

anteriormente mencionados.
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Figura 5. Interaccion entre el exterior celular y el ntcleo por medio de integrinas
de matriz extracelular (7, 11).



1.4 Biomateriales nanoestructurados para interacciones

celulares.

La medicina regenerativa tiene un gran potencial para enfrentar retos
clinicos reparando o remplazando tejidos dafiados con partes funcionales (12-14),
como se puede observar en la Figura 6. Un biomaterial nanoestructurado para
aplicaciones médicas, puede ser definido como un material tal que, (i) posee
caracteristicas claramente definidas en el rango nanométrico (<100 nm) vy, (ii) sus
propiedades nanoestructurales brindan caracteristicas cruciales al material (15).
Ademas H. Chen et al., en su revision asegura que la escala subcelular de los
nanomateriales garantiza la interaccion molecular de las células brindando una

superior citocompatibilidad y bioactividad.

Aislamiento celular o gNanomateriales
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4:4%;3‘%7 e Terapia celular
Nanotopologias
e /
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-_—d\J
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A D Materiales
nanoestructurados
Rt 7 C
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Figura 6. Aplicacion de los nanomateriales en la terapia de ingenieria tisular (14).



Los biomateriales nanoestructurados son capaces de imitar las propiedades
topogréficas de la ECM de tejidos naturales (16-18). La aplicacion de los
biomateriales nanoestructurados en la ingenieria tisular son los andamios para
crecimiento celular, vehiculos para liberacion de biomoléculas y como
nanodispositivos para biosensores (14, 19, 20), los cuales son capaces de

potenciar la tasa de poblacion celular como se observa en la Figura 7.

1.5 Ingenieria de tejidos.

“Entonces el Sefior Dios hizo caer un suefio profundo
sobre el hombre, y este se durmid; y Dios tomé una de
sus costillas, y cerr6 la carne en ese lugar. Y de la costilla
que el Sefior Dios habia tomado del hombre, formé una

mujer y la trajo al hombre” [Genesis 2:21].

El término “ingenieria de tejidos”, fue introducido en 1987 durante la
convencion de la Fundacion Nacional de Ciencias en los Estados Unidos (21). La
ingenieria de tejidos emplea los aspectos de ingenieria tisular y transplantologia,
ciencia de materiales e ingenieria biomédica, para el desarrollo de sustitutos
bioldgicos que puedan restaurar y mantener la funcién normal de tejidos y 6rganos
dafiados (22). Algunas vias para lograrlo incluyen técnicas de inyeccion de células
funcionales en el sitio del tejido u 6rgano no funcional para estimular la
regeneracion y/o el uso de materiales biocompatibles para crear nuevos tejidos u
organos, por lo tanto los dos componentes mas basicos en la estrategia en

ingenieria tisular son las células y los biomateriales.
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El uso o introduccién de células es disefiado para estimular la regeneracion,
promover vascularizacion, y/o suplementar la produccion de hormonas y factores
de crecimiento (22). Por otra parte, los biomateriales, los cuales incluyen matrices
tanto naturales como sintéticas (comunmente Illamados “andamios”), son
herramientas muy importantes en la medicina regenerativa. Para guiar la direccion
del crecimiento de tejido nuevo y proveer el ambiente propio para restaurar la
estructura y funcion, los biomateriales pueden introducir factores bioactivos o
atraer células y factores de crecimiento del cuerpo seguido el periodo de

implantacion (23-26).

1.6 Nanotopografias.

Los nanomateriales pueden ser hechos de metales, ceramicos, polimeros,
materiales organicos y compdésitos. También se incluyen nanoparticulas,
nanoclusters, nanocristales, nanotubos, nanofibras, nanohilos, nanobarras,
nanopeliculas, etc. Para la fabricaciébn de nanomateriales se encuentra disponible
una amplia variedad de técnicas como son electrospinning, separacion por fases,
procesos de auto-ensamblaje, deposicion de capas delgadas, deposicion por
vapores quimicos, raspado quimico, nano-impresion, fotolitografia y oxidacion
anodica (27, 28).

Al reducir el tamafio del material a nanoescala, se incrementa
dramaticamente el area superficial, la rugosidad de superficie y la proporcion entre
area y volumen (29). Dada esta modificacion el material puede adquirir

propiedades fisicoquimicas superiores (ej., mecanicas, eléctricas, Opticas,

11



cataliticas, propiedades magnéticas, etc.). Las nanoestructuras pueden ser

desarrolladas o auto-ensambladas en nanofibras/nanotubos

los cuales son

capaces de simular las dimensiones de las entidades naturales, como las fibras de

coladgeno (27).

Hueso nanoestructurado
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Figura 7. Ventajas de los nanomateriales (27).

1.7 Titanio - nanotubos

Un implante médico se

TiO, pararegeneracion tisular.

define como un dispositivo hecho de uno o mas

materiales que son intencionalmente colocados en el cuerpo, de manera total o

parcial (30). Los primeros implantes utilizados para remplazar partes faltantes de

la mandibula o los dientes datan de la era pre-Colombina, después de 1492 (31).
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El primer implante industrial fue elaborado de materiales provenientes de la
industria constituidos de oro, plata, aluminio o porcelana (31). Pero presentaban
marcadas reacciones a cuerpo extrafio o reacciones inflamatorias con la formacion
de tejido fibroso, por lo que la mayoria de ellos ya no son utilizados como
implantes médicos (31).

El titanio (Ti) y sus aleaciones han sido utilizados como numerosos
implantes médicos incluyendo remplazos de hueso y uniones de articulaciones,
implantes dentales, protesis, implantes cardiovasculares y en tratamientos
craneofaciales (32, 33) como se observa en la Figura 8. También han sido
ampliamente utilizados como materiales debido a sus favorables propiedades,
como son menor modulo, buena resistencia a la traccion, excelente
biocompatibilidad y una resistencia mejorada a la corrosion comparado con las
aleaciones de acero inoxidable 316L y aleaciones de Co-Cr (34-40). En términos
de efectos nanotopograficos en el comportamiento celular, se ha observado que
las ceramicas, como es el Oxido de titanio (TiO,) (41) con diferentes
nanoestructuras superficiales, es capaz de estimular la tasa de crecimiento tisular
y la capacidad para la formacion 6sea (42-46). Ademas se ha observado que la
sintesis de TiO, nanoestructurado como nanotubos, nanohilos y nanofibras, han
sido de gran interés debido a la alta proporcion superficie/volumen y su habilidad
para inducir un gran estimulo biologico, comparado con las microestructuras
convencionales (40). El TiO, nanoestructurado también ha sido ampliamente
utiizado en varias aplicaciones como son biosensores, celdas solares,

fotocatalizadores, fotoelectrolisis y biomateriales.
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Figura 8. Aplicacion biomédica del titanio y sus aleaciones (40).

En este proyecto haremos énfasis en el uso de los nanotubos de 6xido de
titanio, fabricados por métodos electroquimicos (oxidacion anddica), con la
finalidad de incrementar el area superficial del andamio, mejorar las propiedades
mecanicas anteriormente mencionadas y aumentar la susceptibilidad a la
adhesion, proliferacion, biocompatibilidad, estimular la sintesis mitocondrial y
conservar la morfologia celular del tejido que crezca sobre esta superficie, y a la
vez disminuir la tasa de adhesion y crecimiento bacteriano demostrando las

propiedades antisépticas de los nanotubos de titanio.
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1.8 Objetivos

Los objetivos globales de este trabajo son:

1) Investigar de manera sistematica los efectos de los nanotubos de titanio en
el comportamiento celular in vitro por medio de diferentes técnicas de
analisis bioguimico y microscopico, para en conjunto optimizar las superficie
del implante y

2) Demostrar el potencial de los nanotubos como superficies antisépticas para

disminuir la tasa de proliferacion bacteriana en estas superficies.

Para lograr estos objetivos, es necesario cumplir con las metas siguientes:

a) Obtencion de osteoblastos provenientes de biopsias de periostio de
fémur porcino para su expansion en el laboratorio.

b) Extraccion de condrocitos provenientes de cortes de cartilago articular
porcino para propagarlos en el laboratorio.

c) Obtencion de células endoteliales de arteria coronaria provenientes de
una linea celular establecida.

d) Aplicar técnicas sustentables para la medicion de la respuesta de celular
a las superficies de nanotubos de titanio.

e) Explicar la respuesta celular a las superficies de nanotubos de titanio.

f) Evaluar las propiedades antisépticas de nanotubos de titanio por medio

de analisis instrumental y microscopico.
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Este estudio brinda evidencia de la importancia de la investigacion en
nanomedicina para mejorar y promover el conocimiento entre la relacion tejido —
nanomaterial. Ademas fortalecer4 el estudio de la ingenieria de tejidos y la
importancia de los nanomateriales para ser utilizados en el &mbito clinico y asi

brindar mejores beneficios terapéuticos.
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CAPITULO 2

2.1 Consideraciones en implantes ortopédicos y dentales para

oseointegracion.

El hueso es el mayor tejido conectivo en el cuerpo humano y es el mayor
constituyente del esqueleto (47-49). Estd formado por osteoblastos (células
precursoras de hueso), osteoclastos y células endoteliales que son los principales
productores de los componentes organicos e inorganicos de le ECM, los cuales
incluyen colageno tipo | y proteoglicanos como constituyentes organicos (47, 48).
La matriz inorganica contiene predominantemente Ca y P, aparentemente como
cristales de hidroxiapatita depositados en la matriz de colageno (47, 49).

Desde que la esperanza de vida se ha ido incrementado, la necesidad de
mejores tratamientos para enfermedades 6seas se han vuelto indispensables, por
ejemplo la osteoporosis, la cual se define por la Organizacién Mundial de la Salud
como una enfermedad sistémica del musculo esquelético caracterizada por la
disminucion en la cantidad de hueso y anormalidades en la microestructura, la
cual es capaz también de afectar el proceso de oseointegracion (50), provocando
la falla de materiales dentales y ortopédicos, por lo que es muy importante la
mejora de materiales médicos para el tratamiento de patologias 0seas y a la vez
promover la regeneracion de nuevo hueso.

Se sabe muy bien que el Ti y sus aleaciones son materiales dentales y
ortopédicos biocompatibles, que ofrecen baja toxicidad, resistencia a la corrosion y

propiedades favorables mecanicas. Pero un problema muy importante con el Ti
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puro es que en muchas ocasiones actia como un biomaterial inerte al ser
implantado, encapsuldndose por la formacién de tejido fibroso para asi aislarlo de
los tejidos adyacentes (51). Esto se dice que es debido a una pequefia capa de
TiO, que se forma sobre la superficie (52). Dicha capa de algin modo esta
compuesta de una suave y a la vez densa capa de TiO; la cual es susceptible a la
formacién de tejido fibroso, prohibiendo a las células osteoblasticas formar una
firme adhesion sobre la superficie y, esto puede ocasionar inflamacion y la perdida
del implante (53).

Se sabe que la reaccién entre el implante de Ti y el nuevo hueso forma un
papel muy importante en la preparacion de implantes ortopédicos y dentales. Por
lo que recubrimientos de materiales bioactivos como son hidroxiapatita y fosfatos
de calcio son comunmente utilizados en superficies de Ti para tornar la superficie
mas bioactiva (43, 54, 55). Pero el gran inconveniente de estas técnicas es la
formacién de recubrimientos continuos planos, lo que vuelve dificil mantener al
recubrimiento adherido al Ti debido a diferencias en el modulo mecénico
ocasionando fallas en la interface hueso-implante o en la de titanio-hidroxiapatita
(56, 57) por lo cual tiende a fallar la unién del implante y el hueso (58).

Las nanoestructuras recientemente han sido de gran interés debido a la alta
proporcion volumen-superficie y al alto grado de plasticidad biolégica que ofrecen
comparado con las microestructuras (42). En términos de desarrollo de
biomateriales y tecnologia de implantes la respuesta celular puede ser afectada
por las cuestiones topograficas. Recientemente Webster et al. reporté que la

bioactividad y adhesion de osteoblastos en ceramicas de titania o alumina
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nanogranuladas mejoran entre un 20 — 30%, comparados con ceramicas de
tamafo de grano mayor (59, 60).

Entonces asi como para los nanogranulados, también se ha reportado que
los nanotubos de TiO, presentan una excepcional biocompatibilidad y disminuyen
la adhesion de macroéfagos a la superficie del implante. Los nanotubos de 70 — 100
nm generalmente se aceptan por poseer una buena biocompatibilidad, sin
embargo aun sigue habiendo controversia respecto al diametro 6ptimo de los
nanotubos para aplicaciones biomédicas.

Por lo tanto, en funcion de optimizar las superficies de los implantes de Ti
de uso meédico, se evaluaron las superficie de Ti sin ninguna modificacion
superficial comparando contra la superficie de nanotubos de TiO;, con un didmetro
de 80 nm, en funcién de optimizar la respuesta de osteoblastos. En esta seccion
se evalua el comportamiento de osteoblastos en términos de biocompatibilidad,
adhesidn, proliferacién, morfologia celular, topografia y cuantificacion relativa de
ADN celular cultivados sobre Ti y TiO, de 80 nm de didmetro. Se reporta que las
superficies de TiO, de 80 nm de didmetro tienen la capacidad de potenciar los
efectos celulares de osteoblastos mediados por la superficie comparado contra Ti
y superficies de nanotubos de TiO, de 30 — 70 nm de diametro reportados en la

literatura (42).
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2.2 Fase experimental

Fabricacién de nanotubos de TiO,

Para los siguientes experimentos, se utilizaron unos discos de la aleacion
Ti6AI4V los cuales fueron proporcionados por el Laboratorio de Corrosion y
Materiales del Instituto de Ingenieria de la UABC, Mexicali. Los especimenes
consistieron en discos de 1.5 cm de diametro de la aleacion de titanio que fueron
anodizados en una soluciébn acuosa superoxidante activada con fluoruros a
potenciales de 20 V durante 5 minutos y utilizando como contraelectrodo una
malla de platino. Las muestras utilizadas para todos los experimentos antes de ser
manipulados se les aplicO un proceso de lavado ultrasénico para eliminar las
trazas de fluoruros y 3 lavados con agua destilada, 5 minutos por cada lavado, y al
finalizar se esterilizaron bajo la luz de una lampara UV por 30 minutos cada cara
del disco. Estos discos se modificaron electroquimicamente para formar sobre la
superficie nanotubos de TiO,de 80 nm de diametro. Discos de Ti planos cortados
en tamafios idénticos sin ningun proceso electroquimico fueron utilizados como

controles.

Microscopia electronica de barrido

La morfologia estructural de los nanotubos de TiO, y de las muestras de Ti
sin tratamiento electroquimico fueron examinadas por microscopia electronica de

barrido (SEM; JSM-6010LA, JEOL).
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Espectroscopia de energia dispersiva

La composicibn quimica de la superficie para los especimenes de
nanotubos de TiO, y Ti se analizaron por medio de espectroscopia de energia
dispersiva (EDS; JSM-6010LA, JEOL), equipo el cual se encuentra acoplado a un

SEM.

Microscopia de fuerza atdmica de las muestras

Se utilizé un microscopio de fuerza atomica (AFM; Quesant Q-Scope 350,
AMBIOS, Agura Hills, Ca, USA) para llevar acabo las mediciones topograficas de
los nanotubos de TiO, y de Ti sin tratamiento. Las mediciones para los nanotubos
de TiO, y Ti sin tratamiento se llevaron acabo a temperatura ambiente, utilizando
una camara acustica para prevenir ruidos electromagnéticos los cuales puedan
afectar las condiciones. Se utiliz6 un escaner de 20-uym equipado con una punta
de silicio de 10 nm de curvatura para todas las mediciones. Las imagenes
topograficas fueron obtenidas operando en modo de contacto y el area de

escaneo fue de 25 pm?.

Aislamiento y Cultivo celular

Para la realizacion de este estudio se utilizaron osteoblastos provenientes

de cerdo (PPO) raza Landrace x Yorkshire recién nacidos, los cuales fueron
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proporcionados por la granja porcina de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM).
El aislamiento de periostio se realiz6 de la siguiente manera:

e Se recibieron los cerdos previamente sacrificados a los cuales se les
desarticularon las cuatro extremidades.

e Las extremidades se colocaron en recipientes con solucién de yodo al 50%
y se almacenaron a 4°C por toda la noche (8 a 12 hrs aproximadamente).

¢ Al dia siguiente fueron descongeladas para iniciar con el aislamiento.

e Previa asepsia, antisepsia y con la ayuda de un bisturi con hoja del nUmero
20 se realiz6é un corte lineal de 10cm en la zona correspondiente al fémur;
incidiendo piel, fascia y musculo hasta llegar a tejido 6seo, separando los
tejidos blandos con un par de pinzas Kelly para obtener una vision directa
del periostio.

e Se realiz6 un corte sobre el periostio para facilitar el anclaje de un
desperiostizador, a continuacion se elevé el periostio con ayuda de una
pinza de diseccién y se procedié a la toma de una muestra de 0.5cm? de
periostio.

e Se colocd la muestra de periostio en un tubo conico de 50 ml con

amortiguador salino de fosfatos (1x PBS)/ 10% de antibiotico-antimicatico.

Para el cultivo de periostio en el laboratorio se realiz6 la técnica de cultivo
por explante de la siguiente manera:
o En el interior de una caja de Petri se coloco el tejido y se lavo tres

veces con PBS/Antibiético-antimicético.
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o Con la ayuda de un bisturi y unas tijeras, se corté el tejido en
pedazos de 5-10 mm sin perder de vista la cara intima que estuvo en
contacto al hueso.

o Se colocaron de 10 — 20 trozos de tejido en un plato tratado para
cultivo celular de 35 mm (Falcon, Beckton Dickenson) y se les
colocaron 100 pl de Dulbecco’s Modifide Eagle Medium — Ham’s F 12
(DMEM-F12; Gibco-Invitrogen, USA), suplementado con 10% de
suero bovino fetal (SBF; Gibo-Invitrogen) y 1%
penicilina/estreptomicina (PS; Gibco-Invitrogen, USA).

o Se pusieron a incubar a 37°C, 5% v/v por 1 h.

o Al finalizar el tiempo de incubacion, se agregd medio de cultivo hasta
cubrir los explantes, y se almacend en la incubadora cuidando que
no se despeguen por 7 dias o hasta obtener confluencia.

Una vez alcanzada la confluencia, se expandieron los osteoblastos de los
periostios de fémur, se despegaron las células que crecieron a partir de los
explantes y se resembraron en cajas nuevas usando el siguiente procedimiento:

» Se aspiro el medio de cultivo viejo.

» Se lavo con 4 ml de PBS 1X pH 7.4, se adicion0 de 1 — 2 ml de
tripsina/EDTA 0.25% (Gibco-Invitrogen, USA) y se incubo a 37°C por
5 minutos, para despegar las células presentes en la caja.

» Con la ayuda de una pipeta serologica se agregaron 4 ml de
Albumina 25% en PBS 1X pH 7.4, por 1 minuto y se retir0 la solucion

para transferirse a un tubo cénico de 15 ml.
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» Se centrifugd a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C para formar un pellet
celular.

» Con el apoyo de una bomba de vacio, se aspird el sobrenadante,
teniendo cuidado de no tocar el pellet, y se resuspendié con 5 ml de
DMEM-F-12 + 1 % v/v Antibiético.

» Se centrifug6 a 1500 rpm por 10 minutos a 4°C.

> Al finalizar el tiempo, se form6 un pellet celular. Se aspird el
sobrenadante teniendo cuidado de no tocar el pellet, y se
resuspendi6 con 5 ml de DMEM-F-12+10% v/v SBF+1% v/v
Antibidtico.

> Posteriormente se sembraron 500,000 células/ml en una caja de T-
25, y se incubaron a 37°C, 5% v/v CO, hasta que se alcanzo el 80%
de confluencia celular.

Lograda la confluencia celular en las cajas de cultivo, las células se
despegaron nuevamente utilizando el procedimiento anterior, y se sembraron
~50,000 células/ml en los sustratos de interés (TiO, y Ti), los cuales fueron
colocados en cajas de poliestireno de 12-pozos estériles (Corning, USA), y se
almacenaron en incubadora a 37°C, 5% v/v CO, hasta cumplir con los tiempos

establecidos para cada ensayo.

Ensayo de biocompatibilidad de células cultivadas.

En funcion de observar y contar los osteoblastos vivos adheridos en los

especimenes experimentales, se realizo el estudio de viabilidad. Para llevar acabo
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el andlisis se utilizo el tincion live/dead viabilitiy/citotoxicity assay (Molecular
Probes), que se basa en la determinacion de células vivas y muertas por medio de
dos analisis: actividad de la estereasa para calceina-AM y el ensayo de
homodimero de etidio-1 para integridad de la membrana celular. Brevemente
alcanzando las 72 h de cultivo sobre los sustratos, se lavaron con PBS 1X y se
colocaron a incubar por 30 minutos en una mezcla de 1mM de calceina-AM y 2
mg/ml de homodimero de etidio-1 en solucion balanceada de Hanks con rojo de
fenol (Gibco-Invitrogen, USA), y finalizando el tiempo se lavaron nuevamente.
Después las muestras se invirtieron y se colocaron en un cubreobjetos, se
montaron, se visualizaron y se fotografiaron utilizando un filtro verde (células
vivas) y uno rojo (células muertas) del microscopio de fluorescencia (Axio

Observer Al, Carls Zeiss, USA).

Adhesién y proliferacion celular

Para la prueba de adhesion y proliferacién celular, se dejaron crecer los
osteoblastos sobre los sustratos por 24 y 72 h respectivamente. Alcanzando los
tiempos, se retiraron las muestras de incubadora, y se lavaron con PBS 1X para
remover las células que no se adhirieron. Posteriormente se realizo la tincion con
4’ 6’-diamidino-2-phenylindole (DAPI; 1:10,000 Molecular Probes, USA). Los
nameros de nucleos fueron observados y fotografiados utilizando un filtro azul
(DAPI) del microscopio de fluorescencia (Axio Observer Al, Carls Zeiss, USA),
utilizando 5 campos aleatorios diferentes para cada uno de los sustratos a sus

respectivos tiempos.
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Morfologia celular analizada por SEM

Después de 24, 72, y 120 h de incubacién, se fijaron las células a los
sustratos con glutaraldehido 5 w/v% (Sigma, USA) en PBS a 25°C por 2 h.
Después de la fijacion, se lavaron 3 veces con PSB 1X (10 minutos cada lavado).
Luego las células se deshidrataron en gradientes de etanol (50, 70, y 100% v/v)
por 5 minutos cada uno y se dejaron secar toda la noche a temperatura ambiente.
Consecutivamente las muestras se recubrieron con 8 segundos de oro para el
andlisis en SEM. Las muestras se almacenaron a 4°C hasta el dia del analisis. Se
utilizé6 el SEM (JSM-6010LA, JEOL) para analizar la morfologia de las células

adheridas.

Topografia celular analizada por AFM

A las 72 h de incubacién, se manej6 un AFM (Quesant Q-Scope 350,
AMBIOS, Agura Hills, Ca, USA) para analizar la topografia de las células
incubadas en nanotubos de TiO,. Los especimenes con las muestras se llevaron
al AFM y se examinaron utilizando un escaner de 20-uym equipado con una punta
de silicio con una curvatura de 10 nm. Ademas, las células fueron escaneadas a
1Hz en una region de 10 x 10 um en un angulo de 0°. Todos los experimentos se

llevaron acabo a temperatura ambiente bajo un periodo de 20- a 30- minutos.
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Andlisis de datos para elongacién y &rea nuclear

Para cuantificar las diferencias entre la morfologia nuclear observada en
osteoblastos sobre los diferentes sustratos a 24 h de incubacion, se midié la
anchura y la longitud por medio de la barra de escala y la relacion entre
longitud/anchura se utiliz6 como la proporcién de la elongacioén, al igual se midi6 el
area de propagacion nuclear. Las mediciones se realizaron utilizando el software

Image J (1.48v5 NIH, USA).

Cuantificacion de ADN nuclear

La cantidad de ADN nuclear total producido en osteoblasto cultivados a 24h
sobre los sustratos de TiO, vs. Ti se evaluaron cuantificando la cantidad de
fluorescencia emitida por la tincion de nucleos DAPI. Las cuantificaciones se

efectuaron utilizando el software Image J (1.48v5 NIH, USA).

Analisis estadistico y graficas con barras de error

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron tres
veces. Los datos numéricos fueron analizados utilizando el software estadistico
Prism 6 (2013), el cual se especializa en analisis y presentacion de datos
cientificos para demostrar la significancia estadistica para cada uno de los
ensayos. Las graficas muestran las barras de error como + la desviacién estandar

asociada con el tamafo de la muestra o los valores N mostrados en una caja en la
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porcion superior de cada grafica. Para evaluar la relevancia de los datos, se utilizé
una prueba t-test para muestras apareadas o analisis de varianza de una 6 dos
vias (one-way or two-way ANOVA) seguido de una prueba de Tukey en funcion
del tipo de datos. El valor P se empled para demostrar la significancia estadistica
donde P<0.05 se considera estadisticamente significativo y se describe en la

leyenda de cada Figura.

2.3 Resultados

La Figura 9 muestra la caracterizacibn morfolégica de las superficies
utilizadas en esta tesis. La Figura 9a, ilustra una superficie de Ti plana utilizada
como sustrato de referencia. Seguido al proceso de anodizacion electroquimica,
se confirma la presencia de una capa nanotubos alineados y distribuidos de
manera uniforme sobre toda la superficie, observandose a baja magnificacion
(imagen panoramica; Figura 9b), y se observa de manera mas precisa la
morfologia de los nanotubos de TiO, en la Figura 9c, la cual ilustra la
nanoestructura a alta magnificacion. El diametro de los nanotubos de TiO, se
estimo utilizando la barra de escala de las imagenes de SEM en aproximadamente
80 — 90 nm, el cual cumple con las condiciones establecidas para los objetivos de

este estudio.
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Figura 9. Micrografia de SEM para los nanotubos de TiO, y Ti sin anodizar. (a) Ti
plano sin anodizar, magnificacion 1200x. (b) Caracterizacion fisica de los
nanotubos de TiO,, magnificacién 65,000x. (c) Nanotubos de TiO,, magnificacién
120,000x. Las imagenes de TiO, muestran nanotubos altamente ordenados.

Por otra parte se efectuaron analisis de EDS para examinar la composicion
elemental de cada una de las superficies de las muestras, donde presentamos el
espectro de EDS que nos brinda el espectrofotometro (Figura 10) y un resumen de
la composicion elemental (Tabla 1) para facilitar el analisis. Podemos observar la
presencia de una elevada tasa de oxigeno para la muestra anodizada, esto debido

a la formacién de una capa de 6xido mas gruesa.

Tabla 1. Composicién elemental de las diferentes superficies calculada por el
analisis de EDS.

% Atémico C(%) N (%) Al (%) Ti (%) 0O (%) F (%)
Nanotubos de 3.90 - 5.40 61.91 25.51 3.28
TiO,

Ti sin 3.45 3.38 6.06 87.11 - -
tratamiento

Diferencias 0.45 3.38 0.66 25.2 25.51 3.28
elementales
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Figura 10. Espectro de EDS para las muestras de Ti sin tratamiento y nanotubos
de TiO,. (a) Ti sin tratamiento. (b) Nanotubos de TiO,,

Sin embargo se realiz6 AFM para los especimenes con la finalidad de
estudiar los cambios en la topografia de los sustratos el cual se presenta en la
Figura 11. El titanio sin anodizar muestra una topografia suave y plana comparado
con los nanotubos de Ti (Figura 11b; Figura 11d). Para la superficie de TiO,, se
ilustra una superficie rugosa, con una topografia de forma tubular a lo largo del
campo de andlisis (Figura 11a; Figura 11c), brindando evidencia de las
caracteristicas nanotubulares y de la rugosidad para los nanotubos de Ti y

apoyando las imagenes observadas en SEM.
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Figura 11. Micrografias de AFM que muestran la topografia Ti sin tratamiento y
nanotubos de TiO,. a) Imagen 3D de los nanotubos de TiO,. b) Vista 3D de la
superficie de Ti sin tratamiento. c) Top view de los nanotubos de TiO». d) Top view
de Ti sin tratamiento. El area de escaneo es de 5 x 5 pm?.
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Terminando con la caracterizacion fisica de los materiales, procedimos con
la recoleccion de cerdos raza Landrace x Yorkshire (Figura 12a), a continuacion
iniciamos la fase quirdrgica para la obtencion de periostio femoral (Figura 12b), el
cual se cultivd por la técnica de explante permitiéndonos obtener osteoblastos en
pasaje 0 (Figura 12c y d), a continuacion se expandieron obteniéndose células de

pasaje 1 las cuales fueron utilizadas para todos los experimentos (Figura 12e y f).

Figura 12. Procedimiento para la obtencion de osteoblasto. a) Cerdos raza
Landrace x Yorkshire recién nacidos seleccionados para el experimento. b)
Periostioplastia femoral. c) Preparacion de periostios para el cultivo de
osteoblastos. d) Explante a los diez dias de incubacién, observandose
proliferacion de osteoblastos. e€) Pasaje 1 de osteoblastos sub-confluentes
proveniente de periostio. f) Pasaje 1 de osteoblastos confluente, presentando la
formacion de una monocapa.
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Finalizados los cultivos para expandir las células, se sembr6é sobre las
superficies experimentales, y se evalué la biocompatibilidad osteoblastica con los
sustratos llevando acabo la tincion de vida/muerte, la cual se muestra en la Figura

13.

Figura 13. Tincion de vida/muerte para osteoblastos cultivados sobre nanotubos
de TiO, y Ti sin tratamiento. a) Células con actividad positiva a la estereasa
citoplasmatica (células vivas). b) Células con membrana celular dafiada que
permiten la union de homodimero de etidio-1 (células muertas) observadas en
TiO,. ¢) Proporcion entre células vivas/muertas en nanotubos de TiO,. d) Células
vivas observadas en Ti sin tratamiento. €) Células muertas en Ti. d) Relacion
células vivas/muertas en Ti.

Después de 72 h de cultivo sobre los nanotubos de TiO,, se encontré una
cantidad verdaderamente superior de células (Figura 13a), comparado con la
superficie de Ti (Figura 13b). Ademas la tasa de células vivas presentes en los
nanotubos de TiO, es mucho mayor comparado con el numero de células muertas

en TiO, (Figura 13b) y el nUmero de células muertas comparado en Ti sin anodizar
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(Figura 13e). La Figura 13c muestra la proporcion de las células vivas/muertas en
TiO, y la Figura 13e la relacion vivas/muertas de las imagenes para Ti con la

finalidad de ilustrar la proporcion visual entre vivas y muertas.

La Figura 14 demuestra graficamente la diferencia entre la tasa de células
vivas por campo a 24 y 72 h e indica la significancia estadistica entre cada uno de
los sustratos. Se detectdé una mayor cantidad de células muertas para Ti sin

tratamiento con respecto a los nanotubos de TiO..
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Figura 14. Numero de células vivas vs tiempo de incubacion en cada uno de los
sustratos. La grafica de barras muestra las barras de error como la media de * la
desviacion estandar. El valor P se obtuvo realizando un analisis de varianzas de dos vias:
* denota significancia entre los dos sustratos a 24 h de cultivo, P<0.05 , # indica diferencia
altamente sianificativa entre los sustratos a 72 h de incubacion.

Evaluando la biocompatibilidad continuamos investigando la adhesion
celular, y la tasa de proliferacion celular. Para llevar acabo esta prueba se realizé
tincion de ndcleos (DAPI) a cada uno de los intervalos de tiempo adoptados para
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este estudio en cada uno de los sustratos (Figura 15). A cada uno de los intervalos
de tiempo, se encontré que el numero de células adheridas a los nanotubos de
TiO, es draméaticamente mayor que en la superficie sin tratamiento. También se
observa en el sustrato de nanotubos un incremento en el nimero de células en
funcién al tiempo de incubacion, dato el cual nos habla de la tasa de proliferacion.
Igualmente la Figura 16 muestra una grafica indicando las diferencias significativas

para cada sustrato a cada uno de los intervalos de tiempo.

Figura 15. Micrografia de fluorescencia ilustrando células tefiidas con DAPI. a)
Proliferacion celular a las 72 h de incubacion en nanotubos de TiO,. b) Pobre

proliferacion a 72 h en Ti sin tratamiento. c) Células adheridas a nanotubos de
TiO, a 24h. d) Células adheridas a las 72 h de incubacion.
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Figura 16. Numero de células vs tiempo de incubacion. La grafica de barras
muestra las barras de error como la media de + la desviacién estandar. El valor P
se obtuvo realizando un analisis de varianzas de dos vias: * indica una alta
diferencia significativamente estadistica entre los dos sustratos a 24 h de
incubacion P<0.05, ** denota alta diferencia significativamente estadistica entre
los dos sustratos a 72 h P<0.05, # demuestra alta y significativa diferencia
estadistica entre la cantidad de células a 24 h vs. 72h en nanotubos de TiO..

Las Figura 17 ilustra altas magnificaciones de las zonas de adhesion para
osteblastos a diferentes tiempos. Se observa en la superficie de nanotubos de
TiO, a 24 h de incubacion (Figura 17a) la presencia de una capa celular con
abundantes invaginaciones y la expansion de matriz extracelular, mientras que en
Ti sin tratamiento al mismo tiempo (Figura 17d), se encuentran osteoblastos con
morfologia mas alargada sin presencia de pliegues asociados a la ECM o filipodios
y una pobre formaciéon de ECM con respecto a la superficie con nanotubos. A 72 h
de incubacion se puede observar que las células incubadas sobre la superficie con
nanotubos (Figura 17b) presenta filipodios protuberantes y alineados, mas
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alargados, anclandose eficientemente, promoviendo la proliferacion de la
monocapa. También se observan mayor cantidad de pliegues y una matriz
extracelular mas densa comparado con la superficie de Ti sin tratamiento (Figura
17e). En la Figura 17c, se presenta la morfologia de las células a 120 h
incubacion, ilustrandose la proliferacion de una monocapa de osteoblasto mas

concentrada con evidente mayor formacién de pliegues e invaginaciones y una

densa matriz extracelular comparada con la superficie de Ti sin tratamiento (Figura

Figura 17. Micrografias de SEM a alta magnificacion para osteoblastos de Ti sin
tratamiento vs nanotubos de TiO, después de 24, 72 y 120 h. a) Crecimiento a 24 h en
nanotubos de TiO,. b) Nanotubos de TiO, a 72 h. ¢) Nanotubos de TiO, a 120. d)
Crecimiento a 24 h sobre Ti. ) Ti a 72h. f) Ti a 120 h. Las flechas rojas indican la
presencia de ECM, la linea azul indica la monocapa celular en nanotubos a 24 h. La linea
naranja muestra la elongacion celular en Ti sin tratamiento a 24 h. Las flechas verdes
indican la formacion de filipodios, y su anclaje a la superficie. Los circulos amarillos
representan la extension de una monocapa mas uniforme y madura a 72 h en nanotubos.
Las flechas amarillas indican la presencia de filipodios delgados y traslucidos a 120 h
sobre Ti sin tratamiento (Barra de escala es 20 um).
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Observando a bajas magnificaciones (Figura 18), se detect6 una mayor
proliferacion celular, la presencia de cuerpos celulares con una densa ECM vy, al
igual que en las altas magnificaciones, la formacion de filipodios de forma fibrilar,
sinbnimos de fuerte adhesion celular (Figura 18a), comparados con lo encontrado
para la superficie de Ti sin tratamiento, donde se observa una baja poblacion, una

traslucida ECM y células muy alargadas (Figura 18b).

Figura 18. Micrografias de SEM a baja magnificacion para osteoblastos en
superficies de Ti sin tratamiento vs nanotubos de TiO, a 72 h de crecimiento. a)
Nanotubos de TiO,. b) Ti sin tratamiento. Las flechas rojas indican la formacion de
pliegues mas protuberantes, y el circulo rojo muestra la presencia de cuerpos
celulares. Las flechas amarillas indican presencia de células mas alargadas con
menores pliegues.
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El analisis topogréfico para los osteoblastos a 72 h de incubacion se ilustra
en la Figura 19. La imagen en 3D (Figura 19a), brinda una vista tridimensional de
la topografia y arroja la altura de los filipodios celulares anclados a los nanotubos
de TiO,. También la imagen en 2D (Figura 19b), muestra evidente modificacién
topografica manifestando la presencia de protuberancias de formas fibrilares
asociadas con los filipodios, suplementando la evidencia obtenida de las imagenes

de SEM.

Figura 19. Analisis topogréafico de AFM para osteoblastos cultivados por 72 h
sobre nanotubos de TiO,. a) Vista 3D. b) Top view. Las lineas punteadas azules
indican los filipodios celulares y los circulos punteados representan los nanotubos
de TIOz
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Una vez caracterizada la topografia celular sobre los especimenes, se
detectaron cambios significativamente mayores en la elongacion nuclear para las
células en la superficie de Ti sin tratamiento que en TiO,, lo cual sugiere que el
nacleo se extiende debido al estiramiento celular (Figura 20a), dato cotejable con
los encontrados en SEM para morfologia celular. La Figura 20b indica que ademas
de la elongacién, también hay cambios significativos en la extension celular,
indicando que en el &rea nanoestructurada disminuye la extension comparado con
Ti sin tratamiento. Posteriormente se encontré que la cantidad relativa de DAPI
unido a ADN es estadisticamente mayor reflejdndose en un incremento en la
fluorescencia de ~210% para las ceélulas cultivadas en TiO, que en Ti sin

tratamiento a 24 h de cultivo, como lo indica la Figura 21.
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Figura 20. a) Elongacion nuclear b) Area de Nucleo. La gréafica de barras muestra
las barras de error como la media de + la desviacién estandar. El valor P se
determind después de efectuar una prueba t-test: *indica diferencia
significativamente estadistica en la elongacion entre los dos sustratos a 24 h de
incubacion P<0.05, # muestra diferencia estadistica entre los dos sustratos a 24 h,
P<0.05.

0.5+ u

o

Elongacién Nuclear
(Eje Mayor/Menor)

0.0

z

Area de N

40



350+
300+
250+
200+
150+
100+

- TiO, 80 nm
T B T

210%

Intensidad Relativa de
Fluorescencia DAPI (%)

a
o
1

o

Figura 21. Intensidad de fluorescencia relativa de DAPI para células cultivadas
sobre los sustratos de experimentacion a 24 h de incubacion. La gréfica de barras
muestra las barras de error como la media de + la desviacion estandar. El valor P
se determino después de efectuar una prueba t-test: * indica una alta diferencia
significativamente estadistica entre los dos sustratos a 24 h de incubacién P<0.05.

2.4 Discusion

Promover el crecimiento de tejidos y la oseointegracion alrededor de los
implantes es un proceso el cual involucra adhesion, proliferacion, secrecion de
proteinas de ECM y mineralizacién (36) en Ti y sus aleaciones. Ademas, de
acuerdo con los estandares de la ISO, un material es considerado “bio” si no es
toxico y si permite una favorable interaccion entre el tejido y el implante. Por lo
tanto en este estudio se enfocé en caracterizar la biocompatibilidad, adhesion,
proliferacion, cuantificaciéon relativa de ADN, la morfologia y topografia celular, asi
como el efecto que induce la superficie de nanotubos de TiO, y Ti sin tratamiento
en la elongacion y diseminacién nuclear en osteoblastos. Las superficies de

estudio empleadas para este trabajo (Figura 9), se muestran en una micrografia
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de SEM donde se observa la formacién de nanotubos de TiO, de ~80 nm (Figura
9b; 9c), altamente alineados y en forma vertical, comparado contra Ti sin ningan
tratamiento electroquimico (Figura 9a) en el que se indica una superficie suave y
plana. La Figura 10 ilustra el espectro de EDS obtenido para cada una de las
superficies, y en la tabla 1 se encuentran los porcentajes con sus respectivas
diferencias para los elementos presentes en los especimenes analizados. Se
puede ver que la naturaleza quimica entre cada uno de los sustratos es anéloga,
excepto para los porcentajes elementales de oxigeno, en los que se encuentran
valores mas altos para los nanotubos (mas del 25%), esto debido a la formacion
de una capa de 6xido mas densa y de mayor espesor ocasionado por el proceso
de oxidacién anddica que fue aplicado al sustrato y el porcentaje de flior (~3.28%)
que se le atribuye a remanentes del electrolito utilizado para el anodizado, datos
que concuerdan con la literatura (61-63).

Los datos presentados por el AFM (Figura 11), indican la presencia de una
topografia nanogranular de forma ordenada y homogénea, con una altura de ~575
nm, a diferencia de la superficie sin tratamiento que se observa es de naturaleza
plana y suave comparado con los nanotubos, datos que fortalecen la evidente
morfologia observada en SEM y congruente con lo reportado Hayashi et al., en
donde ellos produjeron nanotubos de TiO, por anodizacion, y acto seguido
aplicaron radiaciones UV para activar la superficie, reportando topografias
concordantes con las nuestras (64).

Posterior al andlisis microscopico y espectroscopico de los sustratos, se
procedié con la obtencion de osteoblastos de periostio porcino (Figura 12), la

periostioplastia ejecutada permitié obtener suficientes biopsias (Figura 12c; 12e),
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la cual proporcion6é ~10,000,000 células/mL a partir del pasaje 1. Los osteoblastos
que se aislaron y proliferaron presentaron una morfologia en forma de “cabellos”
(Figura 12e; 12f) lo cual concuerda con lo reportado en la literatura (65), y
concuerdan con las publicadas por Portan et al., el cual cultivd osteoblastos
provenientes de células de médula ésea obtenidas a partir de al aspiracion de
diafisis femoral a pacientes que se les practicé el remplazo total de cadera (66).

En términos de biocompatibilidad de implantes médicos, estimular la
rugosidad de la superficie es un factor importante para brindar la respuesta
positiva de osteoblastos a los materiales implantados. Por lo que realizando la
tincién de vida/muerte, indicé una mayor tasa de células vivas con respeto a las
muertas para TiO, (Figura 13), y también mayor cantidad de células vivas con
respecto al Ti sin tratamiento, siendo significativamente diferente como Ilo
demuestra la Figura 14 para tiempos de incubacion a 24h y 72 h, resultados que
concuerdan con los que reporta Oh et al, en su estudio comparativo entre TiO, y Ti
pulido (43). Una posible explicacién para la alta biocompatibilidad es que los
nanotubos de TiO, al poseer una mayor area superficial comparado con Ti,
permite que un mayor numero de iones, pequefias moléculas y proteinas se
depositen en los nanotubos y se adhieran a la superficie, promoviendo mayor
interaccion célula-célula y de este modo aumentar el namero de filipodios
celulares anclados a la superficie nanoestructurada. Sin embargo mas estudios
son requeridos para confirmar esta hipotesis.

Se ha estado hablando de biocompatibilidad, pero la adhesion y la
proliferacion son dos procesos muy importantes para el éxito de los implantes

meédicos. En la Figura 15 y 16, se muestra que los osteoblastos presentan una
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mayor diferencia estadistica (P<0.05) en términos de adhesién en los nanotubos
comparados con Ti a 24h, debido esto posiblemente a que los nanotubos facilitan
un rapido depdsito de proteinas, y probablemente se encuentra de forma alineada
y homogénea debido a la topografia de los nanotubos, lo cual promueve el
procesos de adhesion, y por otra parte a las 72 h se determind que la velocidad de
crecimiento es claramente mayor en TiO, que en Ti, habiendo diferencia
significativa (P<0.05), datos que concuerdan con los resultados brindados por la
tincion de vida/muerte. Este comportamiento quizd se debe por que los nanotubos
promueven la formacion y anclaje de ECM, lo cual facilita la rapida proliferacion, y
es importante debido a que se requiere de una rapida oseointegracion para el
éxito de los implantes ortopédicos y dentales. Nuestros datos para adhesion y
proliferacion siguen el mismo patrén que lo reportados en la literatura para
experimentos parecidos (42, 43). Sin embargo entran en controversia con lo
reportado por Hao et al., donde ellos indican que el crecimiento 6ptimo para
osteoblastos es en nanotubos de 30 nm y entre mas se incremente el didmetro del
nanotubo, disminuird la tasa de adhesion y proliferacion (67). Posiblemente las
diferencias entre los resultados pueda deberse a que ellos utilizan la aleacion
Ti2448, y que a diferencia de nosotros, ellos esterilizan utilizando radiaciones con
cobalto-60 el cual emite longitudes de onda mas pequefias que la luz UV, por lo
tanto puede que se generen mayor activacion de los nanotubos debido a la alta
energia a la que se someten, sin embargo se requiere de estudios precisos para
determinar las diferencias.

En relacion a la morfologia celular, los datos de SEM presentes en la Figura

17, indican considerables cambios en la morfologia celular en funcién del tiempo
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de incubacion. Los nanotubos promueven la formacién de una monocapa celular
la cual es importante en términos de funcionalidad celular ya que se conoce que la
formacién de multicapas promueve la diferenciacion celular, y por lo tanto la
pérdida del fenotipo. Por otra parte a 24 h de incubacién en Ti (Figura 17d) se
encontro la presencia de menor tasa de células adheridas, datos que confirman lo
reportado para las pruebas de adhesion con DAPI y vida/muerte. Ademas se
descubrié una morfologia celular mas alargada, sinébnimo de una superficie mas
plana. Esta morfologia posiblemente se deba a que como la superficie de Ti tiene
una menor area superficial, no facilita la adhesion de proteinas a la superficie,
provocando que la célula necesite alargarse para mejorar su anclaje y asi
continuar con la proliferacion. Nuestros datos estan en concordancia a lo
reportado en la literatura (42, 68, 69). Ademas a las 72 h se encuentra una
evidente formacion y propagacion de filipodios en nanotubos (Figura 17b) con
respecto a Ti (Figura 17e) lo cual sugiere la posible formacion de adhesiones
focales, pues se sabe que es el tipo de adhesién celular méas fuerte. Finalmente a
las 120 h de incubacién sobre los nanotubos se encontré un nimero superior de
pliegues celulares, evidentes interconexiones célula-célula, y la extension de una
capa celular proliferante en la superficie, mientras que en Ti se observaron pobres
conexiones células-células, la formacion de ECM menos densa y una menor tasa
de proliferacion celular. El analisis a bajas magnificaciones (Figura 18) ilustra la
evidente proliferacion, mayor formacion de filipodios, y notable presencia de
cuerpos celulares, que es debido a la alta sintesis de ECM en la superficie de

nanotubos comparado con la contraparte.
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Otra ventaja encontrada en los nanotubos de TiO,, es que la produccion de
ECM es altamente estimulada, referencia determinada en los estudios de SEM, y
confirmado por los andlisis de AFM (Figura 19); detectandose diferencias
topogréficas evidentes sobre la superficie de TiO,, reforzando los datos
encontrados en los analisis de SEM.

Como se observo en los analisis de SEM, entre mas plana es la superficie,
se presenta la tendencia a que los osteoblastos se adhieran y proliferen mas
alargados bajo estas condiciones. Interesantemente analogo a estos datos, el
nucleo también exhibe un comportamiento similar, tendiendo a incrementar su
elongacion conforme mas plana es la superficie, mostrando una forma nuclear
elongada en Ti sin tratamiento (Figura 20a). Una posible hipétesis propuesta por
Brammer et al., es la elongacion del nacleo en parte es debido a un citoesqueleto
morfolégicamente elongado (42). Ha sido reportado que la forma celular que se
mantiene por el ensamblaje del citoesqueleto puede facilitar una forma nuclear
distorsionada, lo cual puede promover la sintesis de ADN por medio de relajacion
mecanica manteniendo el ADN sin desplegarlo, alterando la tasa de transporte del
nacleo citoplasmatico y cambiando la distribucion y funcién de la regulacion de
proteinas del ADN que esta asociado con la matriz de proteinas del nucleo (70).
Ademas de los cambios en la elongacion también se evalué el area de
diseminacién nuclear (Figura 20b), encontrando diferencias para cada uno de los
sustratos a 24 h de incubacion, ilustrando que el area nuclear disminuye en los
nanotubos de TiO,. Sin embargo se requiere un mayor numero de estudios para
elucidar el efecto de la elongacién/area nuclear con la actividad celular. En funcién

a la hipdtesis mencionada, se realizo6 cuantificacion relativa de ADN por medio de
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microscopia de fluorescencia para cada uno de los sustratos a 24 h de cultivo
(Figura 21). Donde se encontré una mayor cantidad de ADN (~210% mayor que el
control) para los osteoblastos en nanotubos, los cuales estdn expuesto a una
menor elongacién celular y nuclear, comparado con los datos para los ndcleos en
Ti sin tratamiento, abriendo la hipétesis de que entre mayor estrés por alta
elongacion celular y nuclear ocasionada por la superficie, menor sera la sintesis
de ADN, cabe mencionar entonces que con estudios mas precisos se podria
comprobar esta hipétesis. Estos datos dan hincapié a continuar con los estudios
del efecto mecanico inducido por la superficie en la funcion celular, para
esclarecer los mecanismos involucrados en los efectos celulares inducidos por la

forma celular.
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CAPITULO 3

3.1 Nanotubos de TiO, promueven el crecimiento de células de

cartilago para aplicaciones en regeneracion osteo-condral.

El cartilago es un tejido conectivo blanco y denso que se encuentra
localizado a través del cuerpo humano en diferentes sitios como son orejas,
codos, rodillas, discos vertebrales, traguea y costillas (71). Sirve como soporte de
carga para articulaciones y es caracterizado por su excelente friccion, lubricacion y
sus propiedades al desgaste (72, 73). Variando aproximadamente entre 5 — 7 mm
de grosor, el cartilago esta compuesto principalmente de dos fases, una matriz
sélida (fibras de colageno y macromoléculas como proteoglicanos) (72, 74-76) y
una fase liquida intersticial (mayormente agua) (77).

El cartilago esta constituido por condrocitos que componen
aproximadamente del 1 — 10% del volumen total del cartilago articular. Estos se
originan a partir de células mesodérmicas embrionarias (71). Los condrocitos
maduros son capaces de mantener la salud del cartilago ya que balancean la
sintesis y degradacion de ECM.

La ECM compone aproximadamente el 95% del volumen total del cartilago
e influye de manera significativa en las propiedades fisicas del cartilago (71, 72,
78). La ECM esta compuesta por colageno, proteoglicanos, y glicoproteinas, los

cuales constituyen el 60%, 25-35%, y 15-20% en peso seco respectivamente (71,
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79). El tipo de coldgeno predominante es el tipo Il (constituye del 90-95% del peso

en seco del colageno).

En el cartilago dafiado los condrocitos generalmente son incapaces de
reparar el tejido dafiado. Por ejemplo en la osteoartritis (OA) que es una
enfermedad progresiva que se caracteriza por la destruccion del cartilago articular
por una protedlisis descontrolada de la ECM (80). Como consecuencia clinica
generalmente es responsable del dafio articular, asociado con dolor severo y
discapacidad (81) afectando tan solo en los Estados Unidos alrededor del 9% de
la poblacion en edad de 30 afios en adelante, con costos directos estimados de
$28.6 billones de doélares anualmente (82).

Algunas de las estrategias actuales utilizadas para la reparacion de lesiones
focales y de dafio a la superficie articular, es el uso clinico de adhesivos tisulares
(83, 84), tratamientos enziméaticos (85), soldar via laser (86), mosaicoplastia (72) y
el método carticel el cual se ha reportado en estudios recientes hasta un 68% de
fallas en los injertos, delaminacion o hipertrofia del tejido (87).

El cartilago artificial preparado a partir del cultivo de condrocitos ofrece
promesas para el tratamiento de defectos en el cartilago, pero conectar este tejido
blando al hueso con el fin de restablecer el cartilago defectuoso es dificil. La
estrategia que se emplea en esta seccion es el caracterizar un sustrato dualmente
funcional que soporte la adhesion y crecimiento de tejido cartilaginoso y por otra
parte promueva la oseointegracion.

En funcion de conocer el efecto de las topografias a nanoescala en la

respuesta a condrocitos, en esta seccion de la tesis, evaluamos la capacidad de
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los nanotubos para promover un comportamiento de condrocitos positivo en
términos de adhesion, proliferacion, viabilidad, conservacion de la morfologia
celular, caracterizando la elongacion celular y nuclear y cuantificacion relativa de

ADN.

3.2 Fase experimental

Fabricacién de nanotubos de TiO».

Los nanotubos de TiO; y los discos de Ti utilizados para esta seccion son

similares a los descritos en detalle en la seccién 2.2 de esta tesis.

Aislamiento y cultivo celular

Para el aislamiento y cultivo de condrocitos auriculares de cerdo utilizados
en este estudio, se manejaron orejas de cerdo raza Landrace x Yorkshire recién
nacidos, los cuales fueron proporcionados por la granja porcina de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM.

El aislamiento de condrocitos se realizo de la siguiente manera:
v' Se recibieron cuatro cabezas de cerdos previamente sacrificados, a los
cuales se les realiz6 una incision de pabellon auricular.
v El pabelldén auricular se almacen6 en PBS/10% antibidtico/antimicético y se

lavo tres veces en esta solucion.
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v Previa asepsia y antisepsia se realizé un corte lineal de 10 cm con la ayuda
de un bisturi del namero 20 correspondiente al pabellon auricular para
retirar piel completamente dejando libre Unicamente el cartilago.

v' Con la ayuda de unas pinzas rectas, se corté el cartilago en trozos de
1mm?, y se lavaron en PBS/10% antibiético/antimicético a 4°C.

v Después se transfirieron a un tubo cénico de 50 ml con 15 ml de tripsina
(Gibco-Invitrogen) previamente temperizada a 37°C por 10 minutos, y se
colocé en agitacion a 200 rpm a 37°C.

v Finalizado el tiempo, se retird tripsina y se agregaron 15 ml DMEM-F12 sin
suero, y se transportd a centrifugar por 10 minutos a 1500 rpm a 24°C.

v Se retird el sobrenadante finalizando el tiempo y se agregaron 20 ml de
colagenasa 0.3% (Sigma Aldrich, USA)/DMEM-F12 y se colocé la muestra
agitar a 200 rpm a 37°C hasta digerirse por completo el tejido.

v Digiriéndose el tejido, se filtr6 la mezcla utilizando un filtro celular (BD
Falcon, USA) y el filtrado se colocé en un tubo conico de 50 ml nuevo y se
centrifug6 a 1500 rpm por 10 minutos a 24°C.

v' Se retir6 el sobrenadante y se lavd con DMEM-F12/SBF 10%/
antibiético/antimicotico 1%, y se centrifugo nuevamente a 1500 rpm por 10
min a 24°C.

v Finalizando, se sembraron de 4 a 8 cajas T25 con 500,000 células/ml para

cada caja y se dejaron crecer hasta obtener confluencia del 80%.

Lograda la confluencia celular en las cajas de cultivo, las células se

despegaron utilizando el método descrito en la seccion 2.2 de esta tesis, y se
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sembraron ~50,000 células/mL en los sustratos experimentales (TiO, y Ti) y se
colocaron a cultivar hasta cumplir los tiempos establecidos para cada ensayo, tal

como se describe en la seccién 2.2 de esta tesis.

Ensayo de biocompatibilidad de células cultivadas.

Para verificar la viabilidad celular, se llevo acabo la tincion de vida/muerte
(Live/dead essay kit; Gibco-Invitrogen) alcanzandose las 72 h de incubacion sobre
los sustratos experimentales; se utilizo el método que esta completamente descrito

en la secciéon 2.2 de esta tesis.

Adhesion y proliferacion celular.

En funcién de determinar la tasa de adhesién y proliferacién de condrocitos,
se incubaron las células sobre los especimenes a 24 y 72 h. Cumpliéndose los
tiempos se retiraron de la incubadora y se les realizd la tincion con DAPI
(Molecular Probes, USA), siguiendo el método utilizado en la seccion 2.2 de este

proyecto.

Morfologia celular analizada por SEM.

Después de 72 y 120 h de cultivo, se fijaron las células sobre los sustratos

(TiO2 y Ti), utilizando el método anteriormente descrito en la seccion 2.2.
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Topografia celular analizada por AFM.

Transcurridas 72 h de incubacion, con el apoyo de un AFM se realizo el
andlisis topografico de las células cultivadas sobre nanotubos de TiO, y Ti en

funcidbn a como esta descrito en la seccion 2.2 de esta tesis.

Andlisis de datos para elongacién celular/nuclear y area nuclear.

Para determinar los cambios cuantitativos entre la elongacion celular y
nuclear sobre las células cultivadas en los sustratos, se utilizé la barra de escala 'y

se efectu6 de acuerdo a lo establecido en la seccién 2.2 de esta tesis.

Cuantificacion de ADN nuclear.

La cantidad relativa de ADN nuclear total producido en condrocitos a 24 h
de incubacién sobre los especimenes experimentales se cuantifico en funcién al

método establecido en la seccion 2.2.

Analisis estadistico y graficas con barras de error.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron tres
veces. Los datos fueron evaluados por medio del software Prism 6 (2013),

siguiendo los parametros estadisticos utilizados en la seccion 2.2.
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3.3 Resultados

Los nanotubos de TiO, de 80 nm de diametro fueron evaluados en funcion
de determinar el papel que protagonizan en el comportamiento de condrocitos

auriculares comparado contra discos de Ti sin ningun tratamiento.

Los sustratos utilizados para esta seccion experimental fueron los mismos que se
utilizaron en el capitulo 2 para optimizar el comportamiento de osteoblastos. Las
micrografias de SEM mostradas en la Figura 9 son las mismas superficies

utilizadas para este reporte.

Para el EDS para andlisis elemental, se consideraron los mismos valores

establecidos en la Tabla 1 de la secciéon 2.2.

Se obtuvieron condrocitos auriculares de cerdo raza Landrace x Yorkshire y
se expandieron hasta obtener confluencia como lo indica la Figura 22. Después de
retirarse el pabellén auricular se extrajo el cartilago, obteniéndose un tejido color
blanco como se describe en la literatura (Figura 22b). La Figura 22c muestra el
proceso de digestion enzimatico, y finalizado el proceso, se cultivaron los
condrocitos observandose la morfologia al adherirse a la caja de cultivo (Figura
22d), su proliferacion a semiconfluencia (Figura 22e) y finalmente hasta obtener

una confluencia total (Figura 22f).
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Figura 22. Obtencién y proliferacion de condrocitos. a) Cerdos raza Landrace x
Yorkshire recién nacidos elegidos para el experimento. b) Preparacién del
cartilago auricular. c) Digestién de cartilago en colagenasa. d) Cultivo primario de
condrocitos a baja confluencia. e) Cultivo de condrocitos semiconfluentes. f)
Cultivo en confluencia presentado la formacion de una monocapa.

Finalmente teniendo confluencia celular para conocer el estado de
viabilidad de los condrocitos cultivados sobre los sustratos, se incubaron con la
tincion de vida/muerte (live/dead essay Kkit), una tincion fluorescente que discrimina
células con membrana citoplasmatica dafadas (Figura 23). La Figura 23a,
muestra la células vivas tefiidas de verde para TiO,, presentando una mayor tasa
de células vivas comparado con el control de Ti (Figura 23b). La tasa de células
muertas se observo que es muy pequefia para la superficie de TiO, con respecto a

las células vivas y a su vez presentd una menor tasa con respecto a las muertas
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de Ti. La Figura 23c muestra el acoplamiento de las vivas con respecto a las

muertas para TiO,, y la Figura 23f para las células en Ti.

Figura 23. Viabilidad de condrocitos utilizando la tincion live/dead essay kit. a)
Células vivas en TiO,. b) Células muertas en TiO». ¢) Unién de las células vivas y
muertas en TiO,. d) Células vivas en Ti. e) Células muertas en Ti. f) Proporcion de
las células vivas con las muertas en Ti.

El analisis cuantitativo para la tasa de células vivas en las superficies de

estudio se ilustra en la gréfica presente en la Figura 24. Mostrando una superior
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tasa de células vivas en TiO, con respecto a Ti a 24 h y un crecimiento

significativamente elevado para TiO, a 72 h de cultivo con relacién a Ti.
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Figura 24. Cantidad de células vivas vs tiempo de incubacién para las superficies
experimentales. La grafica de barras muestra las barras de error como la media de
+ la desviacion estandar. El valor P se obtuvo realizando un andlisis de varianzas
de dos vias: * denota significancia entre los dos sustratos a 24 h de cultivo,
P<0.05, # indica diferencia altamente significativa entre los sustratos a 72 h de
incubacion. n= 3.

Por otra parte, determinando la tasa de células vivas con respecto al

tiempo, procedimos a investigar la tasa de adhesion y proliferacion.

Para efectuar los conteos, se realiz6 la tincion para nucleos DAPI para cada
uno de los tiempos establecidos (Figura 25). Se observdé una alta tasa de

proliferacion celular a 72 h de crecimiento sobre nanotubos de TiO, (Figura 25a)
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con respecto a la superficie de Ti, y una mayor cantidad de células adheridas a
24h para los nanotubos con respecto a Ti. En la Figura 26 se representa una
grafica ilustrando las diferencias significativas para cada uno de los sustratos a

cada uno de estos tiempos de incubacion.

Figura 25. Micrografias de fluorescencia mostrando condrocitos tefiidos con DAPI.

a) Proliferacion celular a las 72h en nanotubos de TiO,. b) Proliferacion de a 72 h
Ti. ¢) Adhesion a 24h en TiO,. d) Adhesion 24 h en Ti.
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Figura 26. Numero de células vs tiempo de incubacion. La gréfica de barras
muestra las barras de error como la media de * la desviacion estandar. El valor P
se obtuvo realizando un andlisis de varianzas de dos vias: * indica una alta
diferencia significativamente estadistica entre los dos sustratos a 24 h de
incubacion P<0.05, ** denota alta diferencia significativamente estadistica entre
los dos sustratos a 72 h P<0.05, # demuestra alta y significativa diferencia
estadistica entre la cantidad de células a 24 h vs. 72h en nanotubos de TiO5.

No solo es importante promover una alta tasa de adhesion y proliferacion, si
no también es vitalmente trascendente analizar la morfologia celular en especial
cuando hablamos en términos de condrocitos. Como se puede observar en la
Figura 27 se comparan los condrocitos cultivados a 72 h y 120 h. Se observa que
son capaces de adherirse a los nanotubos de TiO, de manera mas eficiente

comparado con los de Ti sin tratamiento.

En la Figura 27a se distingue la formacion de cuerpos celulares (lineas rojas

punteadas), asi como de abundantes filipodios responsables del anclaje a
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superficie, mientras que en la superficie sin tratamiento, el proceso de adhesion es
pobre ya que se observa la formacion de ECM mas traslucido a la superficie, con
la formacion de filipodios traslucidos y mas tenues a 72 h de crecimiento (Figura

27h).

Figura 27. Micrografias de SEM a alta magnificacion para condrocitos después de
72y 120 h. a) nanotubos de TiO, a 72h. b) Tia 72 h. ¢) TiO, a 120h. d) Tia 120 h.
(Barra de escala es 5um para a) y b), 10um para c) y d)).

Ademas a 120 h de crecimiento, se continua observando claras
formaciones de condrocitos con cuerpos celulares mas definidos, filipodios
presentes en la superficie (Figura 27c), mientras que para Ti sin tratamiento
(Figura 27d), continuamos observando la formacion de ECM traslucida lo cual

indica pobre anclaje con la superficie.

60



En la Figura 28, se representa el andlisis a baja magnificacion,
observandose una mayor confluencia celular en los nanotubos de TiO, (Figura
28a) comparado con Ti (Figura 28b). Al igual que en la imagen anterior,
observamos la formacién de cuerpos celulares con abundantes filipodios (Figura
28c), y una escasa formacion de ECM mostrando escasas zonas de adhesion

celular en Ti (Figura 28d).

Figura 28. Micrografias de SEM a baja magnificacion para condrocitos a 72 y 120
h. a) nanotubos de TiO, a 72h. b) Ti a 72 h. ¢) TiO, a 120h. d) Ti a 120 h. (Barra
de escala es 200 ym para a) y b), 50 ym para c) y d)).

El estudio topogréfico fue llevado a cabo sobre las superficies de nanotubos
a 72 h de incubacion y se presenta en la Figura 29. La imagen 3D (Figura 29a),

indica la presencia de pliegues de mayor altura con respecto a la superficie,
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mostrando evidentes cambio topograficos. La Figura 29b proporciona una vista
aérea, ilustrando una rugosidad diferente asociada a la monocapa formada por los

condrocitos que se observaron en SEM.
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Figura 29. Imagenes de AFM para cultivos a 72 h sobre TiO,. a) Imagen 3D. b)
Top view. Las lineas punteadas azules indican la posible formacion de una
monocapa celular y los circulos punteados representan los nanotubos de TiO..

En términos de morfologia celular, encontramos una configuracion celular
muy semejante entre los sustratos experimentales analizados en SEM. Por lo que

se investigaron cambios en el area nuclear (Figura 30a), en la elongacion nuclear
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(Figura 30b) y en la elongacion celular (Figura 30c). Sin embargo no se detectaron

diferencias estadisticamente significativas en cada uno de los especimenes.
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Figura 30. a) Area nuclear b) Forma y elongacion nuclear c) Elongacion celular.

Posteriormente, se cuantifico la cantidad relativa de fluorescencia para
DAPI en cada uno de los sustratos a 24 h de crecimiento (Figura 31). El analisis
indica una cantidad relativamente mayor DAPI unido al ADN (~34%) en nanotubos
de TiO,, observandose diferencias estadisticas (P=0.03), comportamiento

sorpresivo en funciéon a los datos anteriores.
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Figura 31. Intensidad de fluorescencia relativa de DAPI sobre los sustratos a 24 h
de incubacion. La grafica de barras muestra las barras de error como la media de
* la desviacion estandar. El valor P se determind después de efectuar una prueba
t-test: * indica una diferencia significativamente estadistica entre los dos sustratos
a 24 h de incubacion P<0.05.

3.4 Discusion

En esta seccién se estudié la morfologia, la produccion de ECM, la
viabilidad, el comportamiento celular en funcién a la rugosidad de la superficie en
términos de elongacion celular y nuclear, la intensidad relativa de DAPI, asi como
la adhesion y proliferacion de condrocitos auriculares porcinos sobre superficies
nanotubulares de TiO, con un diametro de ~80 nm producidos por oxidacion
anodica para aplicaciones en ingenieria tisular de cartilago. En la Figura 22, se
observa la morfologia poligonal caracteristica para condrocitos cultivados sobre
cajas de poliestireno tratadas para cultivo celular, los cuales no presentaron un
fenotipo-fibroblastico, y fueron utilizados para los estudios presentes en esta

seccion. A las 72 h de crecimiento sobre nanotubos de TiO,, se encontro la

64



elevada presencia de células vivas (células tefiidas de verde) con respecto a Ti
(Figura 23c), mientras que en Ti sin tratamiento se encontré una mayor proporcion
de células muertas con respecto a las vivas (Figura 23f), y la Figura 24 presenta
diferencias estadisticas en el conteo para el numero de células vivas en TiO, a 24
y 72 h con respecto al Ti, indicando que la configuracion nanotubular favorece la
vitalidad de los condrocitos. Nuestros resultados concuerdan con las
investigaciones que reporté Brammer et al., ellos en sus experimentos evaluaron
condrocitos cultivados en diferentes tamafios de nanotubos de TiO,, y publicaron
mayor tasa de células vivas para nanotubos de 50 — 100 nm utilizando diacetato

de difluoresceina (FDA), una tincion citoplasmatica fluorescente (88).

De cualquier modo, entre mayor es la rugosidad de superficie mejor sera la
facilidad de los condrocitos para adherirse, tal como lo indica la Figura 25,
observandose una mayor cantidad de células adheridas a 24 h y mayor nimero de
nucleos tefiidos a 72 h para nanotubos de TiO,. La Figura 26, resume los conteos
de nucleos por campo, indicando diferencias estadisticas para los condrocitos
adheridos en nanotubos a 24 h y a 72 h con respeto a Ti, y también cambios
estadisticamente significativos entre 24 h y 72 h de incubacion en nanotubos de
TiO,, sugiriendo proliferacion celular. Nuestros datos estan en acuerdo a lo
reportado para adhesion de condrocitos en nanotubos de ~70 nm (89).
Posiblemente el incremento en la adhesion celular se deba a la estructura
nanotubular, que de algun modo imita las dimensiones naturales de algunas
proteinas importantes en la ECM de condrocitos como es colageno (27), el cual

forma triple hélice que se auto ensambla en nanofibras de 300 nm de longitud y
65



1.5 nm de diametro (27) mostrando una configuracion nanométrica. Por otra parte
también el incremento en el area superficial promueve la interaccion entre las

proteinas que regulan la adhesion de condrocitos.

En las micrografias de SEM (Figura 27 y 28) los especimenes con
nanotubos aparentemente poseen superioridad induciendo una respuesta positiva
de los condrocitos, estimulando la formacion de filipodios comparado con la
superficie de Ti. El Ti sin tratamiento por otra parte induce a la formacion de
filipodios méas delgados, traslucidos y alargados. Una posible hipétesis es la
sugerida por Burns et al.,, que se deba a que en las superficies de TiO, se
adsorban con facilidad proteinas de ECM sintetizadas por los condrocitos como
son fibronectina y vitronectina los cuales poseen una longitud de 130 nm (89) y 15
nm (90) respectivamente y son capaces de mediar la adhesion de condrocitos, sin

embargo se requieren de mas estudios para demostrarlo.

Por otra parte se asume que los contactos focales los cuales forman los
filipodios deben de poseer una longitud especifica para promover la adhesion (91).
Ademas que algunos estudios proponen que el aplanamiento celular no siempre
es compatible con diferentes tipos de células (88, 92-94) como es en el caso de

los condrocitos, que poseen un fenotipo muy sensible.

Se demostro que los nanotubos de TiO, son capaces de potenciar la rapida
confluencia celular comparado con Ti, pero inesperadamente encontramos una

morfologia celular muy semejante entre los sustratos, posiblemente se deba a que
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en la superficie de Ti se forma una espontanea capa delgada de 6xido la cual es
de la misma naturaleza quimica que la de los nanotubos, facilitando la adhesién
de proteinas de ECM y de esta manera se permite que se adopten la misma
morfologia poligonal; mas estudios se requieren para esclarecer estos

descubrimientos.

La morfologia a nanoescala se sabe que promueve el crecimiento celular, y
posiblemente juega un papel importante en la regulacion de las propiedades
bioguimicas del condrocito promoviendo la sintesis de glucosaminoglucanos
(GAGSs) asi como la expresiéon de colageno tipo Il. Brammer et al, reporté que la
sintesis de GAGs se incrementa en nanotubos de TiO, de 50 — 100 nm de
diametro preparados por oxidaciéon anddica y seguido horneados a 500 °C en
funcion de cristalizar los nanotubos formados (88), ademas Antonioli et al.,
demuestra significativo incremento en la regulacion de colageno tipo Il para
condrocitos cultivados en superficies de Ti recubiertas con nanotubos de carbono
alienados verticalmente (VACNT) (95). Por otra parte, nuestros nanotubos se
fabricaron por un método de anodizado diferente (datos no reportados), por lo que
posiblemente los marcadores condrociticos se encuentre mayormente expresados
en nanotubos que en Ti como lo indica la literatura; sin embargo estudios
bioguimicos se requieren para demostrar la funcionalidad de los condrocitos sobre

nuestros nanotubos.

La Figura 29, muestra evidentes cambios en la topografia de los sustratos,

indicando una topografia con configuracion de forma fibrilar, de aspecto similar a
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los observados para los filipodios en SEM. Este estudio en conjunto con el
incremento en la adhesion y proliferacion celular, asi como la evidente formacion
de filipodios observados en SEM, nuevamente nos llevan a la hipotesis de que
nuestros nanotubos de TiO, promueven mayor sintesis de ECM, y, que se
requieren de cuantificaciones de GAG’s asi como de colageno tipo Il para

demostrarlo.

Se ha sugerido que las divergencias en las respuestas celulares pueden ser
explicadas por la presencia de diferencias en las curvaturas de las porosidades
brindando 6ptima compresion y tension a los receptores mecanico-celulares (96).
En funcidn a esta hipotesis y a los datos encontrados con respecto a morfologia
celular para condrocitos entre los dos sustratos, procedimos a medir la elongacién
celular y nuclear, asi como el area nuclear, para respaldar los resultados
encontrados en las micrografias de SEM. En la Figura 30 se presentan las gréaficas
para cada uno de los parametros mencionados, donde se observé un ligero
incremento en la elongacion celular para los condrocitos cultivados en Ti sin
tratamiento, pero los cambios no fueron estadisticamente significativos (P<0.48),
al igual para el cambio en el area nuclear y en la elongacion nuclear, datos que

respaldan las pruebas analizadas en SEM.

Posteriormente, cuantificamos la intensidad relativa de fluorescencia para
DAPI, en funcion de determinar si hay una mayor sintesis de ADN entre cada uno
de los sustratos. Los resultados presentes en la Figura 31 indican aumento

significativo en la intensidad de fluorescencia para condrocitos incubados en
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nanotubos de TiO; a 24 h. La intensidad de las tinciones especificas en ADN estan
relacionados con la estructura de la cromatina, lo que esta aproximadamente

correlacionado con la actividad transcripcional (97).

También esta correlacionado el incremento de la sintesis de ADN con la
proliferacion celular (98), lo que nos ayuda a explicar el aumento significativo en la
proliferacion en nanotubos de TiO,, dato que abre la hipotesis de que las
superficies nanotubulares estimulan el incremento en la sintesis de ADN, como lo
que reportan Kim et al., donde evallan que condrocitos diferenciados a partir de
células mesenquimales sobre nanotubos de TiO, de ~ 70 nm de diametro,
expresan mayor actividad para Erk (extracelular signal-regulated kinase)
comparado contra Ti, TiO, 30 nm y 50 nm de diametro (51), asi como también la
activacion de las vias de MAPK (mitogen-activated protein kinase)/p38 se han

reportado involucradas para diferentes biomateriales (99, 100).

El titanio es un material metalico de uso ortopédico y dental ampliamente
aceptado. Los resultados obtenidos en esta seccion sugieren que los nanotubos
de TiO, estimulan la adhesion y proliferacion de condrocitos como indica el
esquema representado por la Figura 32. Por lo que un implante de Ti recubierto
completamente con nanotubos puede ser un amplio candidato para ser utilizado
en algunos tipos de dafios asociados al cartilago, brindando efectos positivos en la

regeneracion de este.
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Titanio

Figura 32. Proliferacion de condrocitos, el crecimiento se potencia en la superficie
con nanotubos de TiO; y se estimula mayor sintesis de ECM.
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CAPITULO 4

4.1 Implicacion del uso de nanotubos de TiO, para la

regeneracion vascular: Aplicaciones para stents vasculares.

El interior de todos los vasos sanguineos esta compuesto por una
monocapa de células endoteliales (EC), y son uno de sus componentes
principales (101). En un adulto normal de 70 kg el endotelio esta constituido de
aproximadamente 1 x 10% células, pesando aproximadamente 1 kg (102) y EC
ocupan aproximadamente un area superficial de mas de 1,000 m? (103). La
estructura y la funcionalidad de las EC’s son importantes para mantener la funcién
circulatoria. El endotelio en condiciones saludables es capaz de responder a
sefales fisicas y quimicas por medio de la produccién de un amplio rango de
factores que regulan el tono vascular, la adhesion celular, tromboresistencia, la
proliferacion de musculo liso celular y la inflamacion de la pared de los vasos
sanguineos (104). Como barrera el endotelio es semipermeable y controla el

transporte de moléculas grandes y pequefias (102, 105).

Los pioneros Furchgott y Zawadzki publicaron por primera vez la liberacion
de un factor relajante-endotelial que subsecuentemente se demostré que era 6xido
nitrico (NO) (106). EI NO es generado a partir de la L-arginina por accion de la

oxido nitrico sintasa (eNOS) en presencia de cofactores como la

71



tetrahidrobiopterina (BH4) (104, 107). El endotelio también regula la
hiperpolarizacion de las células de musculo liso vascular por medio de vias
independientes de NO, las cuales incrementan la conduccion de potasio y
subsecuentemente la despolarizacion del musculo liso vascular, manteniendo el
tono vascular (104, 108). En la fisiologia vascular normal, la NO juega un papel
muy importante manteniendo la pared vascular en un estado inactivo inhibiendo la

inflamacion, la proliferacion celular y la trombosis.

Alteraciones en la homeostasis vascular pueden llevar a enfermedades
como la aterosclerosis, la cual es considerada como una enfermedad inflamatoria
progresiva de las arterias y también por la acumulacion de lipidos, carbohidratos,
proteinas y el exceso de proliferaciéon celular (109, 110). Fue la principal causa de
enfermedad coronaria y ataques al corazén siendo responsable de mas de
589,000 muertes en el 2005 (111) y alrededor del 50% de todas las muertes en
occidente (109, 112) y en Europa occidental (113). La aterosclerosis es un
proceso complejo que involucra células inflamatorias y factores que interacttian en

diferentes estados de su desarrollo.

Esta enfermedad inicia en las primeras etapas de la vida, pero usualmente
toma décadas para que se desarrolle una lesion sintomatica. Durante el paso de
la vida, la mayor parte de las placas ateroscleroticas se mantiene asintomaticas,
algunas pueden ser obstructivas y algunas se pueden romper o erosionar llevando

a un evento aterotromboético como es un sindrome coronario agudo (114-116). La
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ruptura de esta placa es la mayor causa de los sintomas por trombos en arterias

coronarias y carotidas (116).

Para tratar los problemas de arterias aterosclerdticas, una opcion
ampliamente utilizada es la intervencién por medio de angioplastia coronaria
translumunal percutdnea (ACTP) con colocacion de stent. Este procedimiento es
minimamente invasivo utilizado para desbloquear las arterias coronarias y permitir
el flujo de sangre sin obstaculos hacia el muasculo cardiaco (117, 118), y fue
desarrollado por primera vez en 1970s como un método alternativo para la cirugia
de revascularizacion por bypass . Recientemente la Asociacion Americana para el
Corazon (siglas en ingles AHA) reportd que aproximadamente se llevaron acabo
un millén de procedimientos de colocacion de stents al afio en los Estados Unidos
(119), de los cuales aproximadamente el 25% - 30% sufre restenosis o
recurrencia de estrechamiento arterial (120-122). La biologia de la restenosis

incluye redistribucion de plaquetas, trombosis, e hiperplasia de la neointima (123).

La aplicacion de los stents liberadores de farmacos ha destacado como
tratamiento clinico por su habilidad de reducir la re-estenosis intra-stent (124, 125).
De cualquier modo estos sistemas estan ampliamente enfocados en la supresion
de la proliferacion del muasculo liso vascular (VSMC). Un meta-analisis reciente
indicé que estas terapias fueron asociadas con un alto riesgo de trombosis tardia
en el stent, debido a la retrasada re-endotelizacion de la lumen causado por
recubrimiento liberador de medicamento (126, 127). Para el éxito de un stent se

requiere de la formacion de una monocapa de endotelio sano que no solo previene
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la coagulacion sino también la proliferacion de muasculo liso vascular, a parte es

fundamental para mantener la homeostasis vascular.

En funcién de estimular una respuesta positiva sobre el stent, es importante
promover la interaccion tejido/material para brindar un proceso de sanacion mas
rapido. Un punto importante para las superficies de los stents es inhibir la
agregacion plaquetaria es decir deben ser tromboresistente (118). Por lo tanto, al
seleccionarse los materiales para la fabricacion de stents, estos deben cumplir con
propiedades que sean capaces de promover una completa integracién del injerto

al vaso sanguineo y facilitar la endotelizacion.

Algunos estudios sugieren el uso de superficies nanoestructuradas como
promotores de la re-endotelizacién (128), sin embargo la nano-configuraciéon
Optima para promover la eficiente proliferacion celular, asi como la expresion de

marcadores endoteliales aliin no a sido completamente esclarecida.

De acuerdo a esta hipotesis en esta seccion se estudio el proceso de re-
endotelizacién en sustratos metalicos in vitro, explorandose el uso de nanotubos
de titanio para su endotelizacion con células endoteliales de arteria coronaria
bovina (BCAECS). El efecto de las superficies nanotubulares se evalu6 basado en
viabilidad, adhesion y propagacion, expresion de marcadores endoteliales como
son eNOS (oxido nitrico sintasa endotelial) y VEGFR-2 (receptor del factor de
crecimiento vascular endotelial 2), biomasa mitocondrial, morfologia celular y la

caracterizacion del efecto en la elongacion celular y nuclear.
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4.2 Fase experimental

Fabricacién de nanotubos de TiO,

Las superficies de nanotubos de TiO, alineados verticalmente y los discos
de Ti utilizados para esta seccion son similares a los descritos en detalle en la

seccion 2.2 de esta tesis.

Cultivo de células endoteliales

BCAECs fueron obtenidos de Cell Applications, Inc. El medio para el cultivo
celular fue DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) bajo en glucosa vy
suplementado con 10% FBS y 1% antibidticos/antimicotico (Gibco-Invitrogen). Las
células fueron cultivadas en 95% humedad 5% CO, a 37°C. Todos los

experimentos se llevaron acabo entre el pasaje 7-10.

Ensayo de biocompatibilidad de células cultivadas

Para verificar la viabilidad celular, se llevé acabo la tincion de vida/muerte
(Live/dead essay Kkit; Gibco-Invitrogen) a los siguientes tiempos dia 1 (d1), dia 3
(d3), dia 8 (d8) y dia 30 (d30) sobre cada uno de los sustratos experimentales, se
utilizd el método que esta completamente descrito en la seccion 2.2 de esta tesis

para cada uno de los experimentos.
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Adhesion y proliferacion celular

En funcién de determinar la tasa de adhesién y proliferaciéon de las
BACECs, se incubaron las células sobre los especimenes a d1, d3, d8 y d30.
Cumpliéndose los tiempos, se retiraron de la incubadora y se les realizo la tincién
con DAPI (Molecular Probes, USA), siguiendo el método utilizado en la seccién 2.2

de este proyecto.

Inmunofluorescencia de eNOS y VEGFR-2

Después de cada uno de los siguientes dias: d1, d3, d8 y d30, las células
fueron fijadas en paraformaldehido al 4% en PBS 1X por 45 minutos a 37°C. Una
vez fijadas, las células se lavaron tres veces (5 minutos/lavado) en PBS 1X. Para
permeabilizar las células, se les agregé Triton X-100 0.1% en PBS 1X por 30
minutos a 37°C. Luego las células fueron lavadas tres veces en PBS 1X (5
minutos/lavado). Entonces las células se incubaron por 1 hora a 37°C en solucién
bloqueadora 1%BSA (albumina de suero bovina, Sigma Aldrich)/1X PBS. Después
de la incubacion las células fueron lavadas tres veces en PBS 1X (5
minutos/lavado). A continuacidn se coloco el anticuerpo primario utilizando rabbit
anti-eNOS (Abcam, ab5589) y mouse anti-VEGF (Abcam, ab1316) disueltos 1:100
en solucion bloqueadora. Después las células se lavaron en PBS 1X tres veces (5
minutos/lavado) y se les adiciond los siguientes anticuerpos secundarios: Alex
Fluor 488 goat anti-rabbit IgG (1:500, Molecular Probes) y Alexa Fluor 594 goat

anti-mouse IgG (1:500 Molecular Probes) en solucién blogueadora y se dejaron
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incubando por 1 hora a temperatura ambiente. En funcion de tefir los nucleos, se
lavaron las células tres veces en PBS 1X (5 minutos/lavado), y se les coloco DAPI
(1:1000, Molecular Probes) por 15 minutos a temperatura ambiente. De nuevo las
células fueron lavadas tres veces con PBS 1X (5 minutos/lavado). Finalmente las
muestras se invirtieron y se montaron en un cubreobjetos con una gota de glicerol
20% (v/v), y se visualizaron en un microscopio invertido de fluorescencia (Olympus

IX51).

Tinciéon Mitocondrial

Para determinar la cantidad de masa mitocondrial presente en cada uno de
los sustratos a d1, d8 y d30, se sembraron 50,000 células/ml, cumpliéndose cada
uno de los tiempos de incubacion, las células se lavaron tres veces con PBS 1X (5
minutos/lavado) a 37°C. A continuacion las células se expusieron a MitoTracker
Deep Red FM (500nm, Molecular Probes) a 37°C por 45 minutos. Luego se
lavaron tres veces con PBS 1X (5 minutos/lavado). Después se fijaron en
paraformaldehido al 4% (v/v) a 37°C por 20 minutos. Seguidamente, las células se
permeabilizaron con Triton X-100 0.1% por 20 minutos. Luego se lavaron tres
veces con PBS 1X (5 minutos/lavado) y consecutivamente se bloquearon en
solucion bloqueadora por 1 hora a temperatura ambiente. Inmediatamente se
lavaron tres veces con PBS 1X y se colocaron DAPI (1:1000) por 15 minutos para
realizar tincibn de nucleo. Luego se lavaron tres veces con PBS 1X e

inmediatamente se invirtidé la muestra y se colocé en un cubreobjetos con 5ul de
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glicerol 20% (v/v) y se observo bajo el microscopio de fluorescencia usando un

filtro rojo (mitocondrias) y uno azul (DAPI).

Morfologia celular analizada por SEM

Después de 4h, d1, d3, d8 y d30 de cultivo, se fijaron las células sobre los

sustratos (TiO; y Ti), utilizando el método anteriormente descrito en la seccién 2.2.

Inmunotincion de actina de citoesqueleto

A cada uno de los siguientes dias de incubacién: d1, d3, d8 y d30; las
células fueron fijadas en paraformaldehido al 4% en PBS 1X por 45 minutos a
37°C. Una vez fijadas, las células se lavaron tres veces (5 minutos/lavado) en PBS
1X. Para permeabilizar las células, se les agreg6 Triton X-100 0.1% en PBS 1X

por 30 minutos a 37°C.

Luego las células fueron lavadas tres veces en PBS 1X (5 minutos/lavado).
Entonces estas se incubaron por 1 hora a 37°C en solucion bloqueadora
1%BSA/1X PBS. Después de la incubacion las células fueron lavadas tres veces
en PBS 1X (5 minutos/lavado). A continuacion se agrego Alexa Fluor 488
phalloidin (1:300 Molecular Probes) y se colocaron a incubar a 37°C por 1 hora. Se
lavaron las células con PBS1X y se les colocé DAPI (1:1000) por 15 minutos a
temperatura ambiente. A continuacion, se lavaron tres veces con PBS 1X e

inmediatamente se montaron en un cubreobjetos con 5pl de glicerol 20% (v/v) y se
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observaron bajo el microscopio de fluorescencia, usando un filtro verde (actina) y

uno azul (DAPI).

Analisis de datos para elongacion celular/nuclear y area nuclear

Para determinar los cambios cuantitativos entre la elongacion celular y
nuclear sobre las células cultivadas en los sustratos, se utilizé la barra de escala 'y

se efectu6 de acuerdo a lo establecido en la seccién 2.2 de esta tesis.

Andlisis estadistico y graficas con barras de error

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron tres
veces. Los datos fueron evaluados por medio del software Prism 6 (2013),

siguiendo los parametros estadisticos utilizados en la seccién 2.2.

4.3 Resultados

La morfologia en monocapa juega un papel muy importante en el endotelio.
La regeneracion del endotelio es de crucial importancia después de la colocacién
de un stent, asi como mantener activos algunos de sus receptores involucrados en
la proliferacion celular. Por lo tanto comparamos Ti sin tratamiento y nanotubos de

TiO, utilizados en los capitulos anteriores, y se caracterizaron en términos de
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adhesion, proliferacion, viabilidad, expresion de eNOS, VEGFR-2, biomasa

mitocondrial, crecimiento en formacion de monocapa y morfologia celular.

Como fuente celular, se utilizaron BACECs, las cuales se cultivaron en caja
tratadas para cultivo de células mamiferas hasta obtenerse confluencia celular, la
morfologia de las células se pueden observar en la Figura 33. Se puede apreciar
una morfologia poligonal en las imagenes a baja y mediana confluencia tipicas del
endotelio (Figura 33a, Figura 33b), y el crecimiento en forma de monocapa que se

aprecia en la Figura 33c.

Al cumplirse los dias establecidos para los experimentos se procedid a
realizar la evaluacion celular. Se realizo la tincion de vida/muerte (Figura 34), en la
que se encontré que el metal sin tratamiento no brinda las condiciones adecuadas

para la formacion de la monocapa celular.

A d1 se observd que en los nanotubos hay un mayor nimero de células
vivas con respecto a Ti (Figura 34b). Continuando el crecimiento al d3 se aprecio
un numero similar de células vivas comparado con nanotubos d1, indicando que
se mantiene el numero de células vivas, sin embargo se encontré6 un menor
namero de células vivas para Ti con respecto a nanotubos a d3, pero mayor
namero comparado con Ti d1; posiblemente el crecimiento celular se atrasa en el
metal descubierto. Al d8 se observa un mayor nimero comparado con nanotubos
adlyd3,yalavezconTidlyd3,y el nimero de células vivas en Ti a d8 es

menor que en d3. Con respecto al d30, en términos de viabilidad se observo una
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tasa similar de viabilidad. Al d30 ambas superficies estaban cubiertas, sin
embargo la morfologia observada para Ti sin tratamiento indica que posiblemente
se estén despegando las células de la superficie. Con respecto a los nanotubos,
aparentemente se forma una monocapa de células vivas para cada tiempo,
observandose células mas alargadas posiblemente por estar mejor adheridas a la

superficie.

Figura 33. Células endoteliales de arteria coronaria bovina sembradas sobre cajas
de cultivo. a) Baja confluencia. b) Media confluencia. c) Alta confluencia.
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Figura 34. Viabilidad de células endoteliales utilizando la tincién live/dead essay
kit. a) Uniébn de células vivas/muertas en nanotubos dl. b) Conjunto de
vivas/muertas en Ti d1. c) Vivas/muertas en TiO, d3. d) Vivas/muertas en Ti d3. e)
Vivas/muertas en TiO, d8. f) Vivas/muertas en Ti d8. g) Vivas/muertas en TiO,
d30. h) Vivas/muertas en Ti d30. La barra de escala para a) — f) es de 100 ym, g) —
h) es de 50 pm.

Después de analizar la viabilidad celular sobre cada uno de los sustratos
experimentales, continuamos realizando los examenes de adhesion y proliferacion

endotelial utilizando la tincion de DAPI (Figura 35).

En la grafica presente en la Figura 35, se observa un evidente crecimiento
de células adheridas en los nanotubos d1 con respecto a Ti d1, mientras que en
los nanotubos al d3 se aprecia un mayor crecimiento con respeto a los nanotubos
a dl siendo significativo, y un mayor crecimiento de los nanotubos al d3 con
respecto al Ti d3. A los 8 dias (d8), se aprecia un crecimiento superior en
nanotubos con respecto a nanotubos a dl y d3, y también contra Ti d8,
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observandose una gran diferencia entre ambos sustratos, finalmente al d30 de
proliferacion, se observa un mayor incremento en los nanotubos con respecto a
los anteriores dias, al igual contra Ti d30, sin embargo en Ti d30 se aprecia un
mayor crecimiento con respecto a los dias pasados para las células incubadas en

Ti.
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Figura 35. Numero de células vs tiempo de incubacion. La gréfica de barras
muestra las barras de error como la media de * la desviacion estandar. El valor P
se obtuvo realizando un analisis de varianzas de una via seguido un analisis de
Tukey: * indica diferencia entre Ti vs nanotubos a d1 P<0.05, ** indica contrastes
significativos entre Ti vs nanotubos a d3 P<0.05, *** indica cambios significativos
entre Ti vs nanotubos a d8 P<0.05, **** muestra cambios entre Ti vs nanotubos a
d30 P<0.05, # indica diferencia significativa entre nanotubos a d1 vs d3 P<0.05, ##
marca cambios entre nanotubos a d3 vs d8 P<0.05, ### sefiala cambios entre
nanotubos a d8 vs d30 P<0.05 y + indica diferencia entre Ti d8 vd d30 P<0.05.
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Conociendo el comportamiento de las células endoteliales a diferentes
tiempos de incubacion sobre cada uno de los sustratos en términos de viabilidad y
proliferacion, observamos significativa superioridad de los nanotubos contra Ti sin
tratamiento. Es importante conocer la actividad endotelial, por lo tanto
investigamos la expresion de eNOS a cada uno de los tiempos experimentales
sobre cada uno de los especimenes como se aprecia en la inmunofluorescencia

presente en la Figura 36.

Podemos observar en la Figura 36a, mayor intensidad para eNOS a dl1
comparado contra Ti a d1 (Figura 36b), sin embargo se aprecia que a d3 en TiO;
la intensidad es mayor comparado con dl y también comparado contra Ti d3.
Ademas se observa una morfologia ligeramente mas alargada en TiO, d3
comparado contra Ti en la que se aprecian formas circulares. Al d8 en TiO;
(Figura 36e), se observa mayor intensidad de fluorescencia comparado contra los
tiempos anteriores para los dos sustratos y también contra Ti d8 (Figura 36f), asi

como también se distingue una forma similar a las del d3 y d1.

Finalmente, al d30 en los nanotubos se encontr6 que eNOS esta
mayormente expresado (Figura 36g) comparado con los dias anteriores. Asi
también, la superficie nanoestructurada estimula mayor expresion comparado
contra Ti a d30 (Figura 36h). También a este tiempo, se observo que en Ti a d30

habia mayor expresiéon de eNOS comparado contra los tiempos en anteriores Ti.
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Figura 36. Inmunofluorescencia para eNOS. a) Células sobre TiO, a dl1. b)
Células en Ti a d1. c) Expresion sobre TiO, a d3. d) Células sobre Ti a d3. e)

Endotelio sobre TiO, a d8. f) Células sobre Ti a d8. g) Expresion sobre TiO, a d30.
h) Células sobre Ti a d30. Barra de escala es de 20 pym.

En la Figura 37 se presenta una grafica representando la intensidad de
fluorescencia de eNOS vs el tiempo de incubacién. Se observaron cambios
significativos entre cada uno de los sustratos conforme avanza el tiempo,
observandose mayor fluorescencia en TiO, con respecto a Ti sin tratamiento,
datos que concuerdan con las imagenes representativas presentadas en la Figura

36.
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Figura 37. Intensidad relativa de fluorescencia vs tiempo de incubacién. La grafica
de barras muestra las barras de error como la media de + la desviacion estandar.
El valor P se obtuvo realizando un analisis de varianzas de una via seguido de un
analisis de Tukey: * diferencia estadisticamente significativa entre TiO, vs Ti a d1
P<0.05, ** cambios estadisticos entre TiO, vs Ti a d3 P<0.05, *** TiO, vs Ti a d8
P<0.05, **** TiO, vs Ti a d30 P<0.05, # Ti d1 vs Ti d30 P<0.05, ## Ti d1 vs Ti d8
P<0.05, ### Ti d3 vs Ti d30 P<0.05, #### Ti d3 vs Ti d8 P<0.05, ##### Ti d8 vs Ti
d30 P<0.05, @ TiO, d1 vs TiO, d30 P<0.05, @@ TiO, d1 vs d8 P<0.05 @@@
TiO, d3 vs TiO, d30 P<0.05, @@@@ TiO, d3 vs d8 P<0.05, @@@@@ TiO, d8
vs d30 P<0.05.

La sintesis y expresion de eNOS durante la proliferacion endotelial es un
factor clave para el éxito en la regeneracion endotelial, sin embargo otros
receptores se también son importantes en el proceso de re-endotelizacion como

es el caso de VEGFR-2 que se presenta en la Figura 38.
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Figura 38. Inmunofluorescencia para VEGFR-2. a) Células sobre TiO, a d1. b)
Células en Ti a d1. c) Expresion sobre TiO, a d3. d) Células sobre Ti a d3. e)
Endotelio sobre TiO, a d8. f) Células sobre Ti a d8. g) Expresiéon sobre TiO, a d30.
h) Células sobre Ti a d30. Barra de escala es de 20 pm.

En las tinciones para VEGFR-2 podemos observar cambios en las
intensidades de fluorescencia, apreciandose una mayor intensidad para las células
sembradas sobre los especimenes de TiO, con respecto a las cultivadas sobre Ti
a cada uno de los tiempos de incubacion establecidos. En la Figura 38a se
observan células con una morfologia mas alargada en comparacion con las

observadas sobre Ti (Figura 38b) al igual para el resto de los tiempo estudiados en
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cada uno de los sustratos; morfologia que coincide con las observadas en las
inmunofluorescencia realizadas para localizar eNOS a cada uno de estos tiempos

(Figura 36).

En la Figura 39, podemos observar graficamente los cambios indicando las
diferencias en la expresion de VEGFR-2 entre cada uno de los sustratos a los

diferentes tiempos.
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Figura 39. Intensidad relativa de fluorescencia vs tiempo de incubacion. La grafica
de barras muestra las barras de error como la media de * la desviacion estandar.
El valor P se obtuvo realizando un analisis de varianzas de una via seguido de un
analisis de Tukey: * diferencia significativamente estadistica ente TiO, vs Ti a d1
P<0.05, ** diferencia entre TiO, vs Ti a d3 P<0.05, *** cambios entre TiO, vs Ti a
d8 P<0.05, **** diferencia ente TiO, vs Ti a d30 P<0.05, # cambio
significativamente estadistico entre Ti d3 vs Ti d8.
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Se observé una mayor expresion en TiO, a d1 comparado contra Ti d1,
pero al d3 se observa mayor expresion en la superficie de TiO,, sin embargo los
cambios no fueron significativamente estadisticos. Al igual la intensidad para Ti a
d3 se incrementd con respecto a Ti dl, pero sin cambios estadisticamente
diferentes. Luego al d8 sobre TiO,, se observd un decaimiento en la intensidad,
con respecto a d1 y d3, sin embargo no se encontré una diferencia significativa. El
mismo comportamiento se encontr6 para Ti d8 con respecto a dl y d3;
comparandose con d3, las diferencias que se encontraron son significativas, sin
embargo contra d1 no lo son. Al igual al d30, se incrementd ligeramente la
intensidad para Ti con respecto a d8 sin ser significativo, pero los valores son
menores con respecto a Ti d3 y TiO, d30. Por otro lado, el incremento observado
a d30 en TiO, se mantuvo sin cambios significativos para cada uno de los tiempos

de incubacion lo cual resulto sorprendente.

Después de analizar la expresion de VEGFR-2 y eNOS, que son receptores
de gran importancia involucradas en el crecimiento y la salud endotelial (129),
consideramos valorar la cantidad de masa mitocondrial presente en cada uno de
los sustratos a los diferentes tiempos de incubacion, con la finalidad de cuantificar
el efecto del crecimiento endotelial sobre los diferentes sustratos en términos de

masa mitocondrial.

En la Figura 40 pudimos observar que en TiO, a dl1 hay una mayor

intensidad de fluorescencia mitocondrial comparado contra Ti sin tratamiento, al
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igual observamos que en TiO, se presenta mayor intensidad comparado contra Ti,
pero menor contra TiO, a d1. La morfologia celular que se revela con la tincién es
muy parecida a los observados en las inmunofluorescencias para eNOS vy
VEGFR-2. Finalmente al d30, se observaron intensidades muy parecidas en TiO,

comparado contra Ti sin tratamiento.

..

Figura 40. Inmunofluorescencia para MitoTracker Deep Red FM. a) Masa
mitocondrial sobre TiO, a d1. b) Masa mitocondrial en Ti a d1. ¢) Mitocondrias
sobre TiO, a d8. d) Mitocondrias sobre Ti a d8. e) Mitocondrias sobre TiO, a d30.
f) Mitocondrias sobre Ti a d30. Barra de escala es de 20 uym.
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Por lo tanto procedimos a cuantificar la intensidad de fluorescencia relativa, para
esclarecer si efectivamente se encontraban diferencias estadisticas entre cada
uno de los sustratos a los diferentes tiempos de incubacion, andlisis que se
presenta en la Figura 41. En la gréfica se describen las diferencias estadisticas a
nivel de biomasa mitocondrial para cada uno de los muestras de estudio a

diferentes tiempos de incubacion.

Ti02 80 nm
Ti

di d8 d30

Intensidad Relativa de
Fluorescencia MitoDeep Red FM

Figura 41. Intensidad relativa de fluorescencia para MitoDeep Red FM vs tiempos
de incubacion. La grafica de barras muestra las barras de error como la media de
* la desviacion estandar. El valor P se obtuvo realizando un analisis de varianzas
de una via seguido de un andlisis de Tukey: * indica diferencia significativamente
estadistica para TiO, vs Ti a d1 P<0.05, ** muestra diferencia estadistica entre
TiO, vs Ti a d8 P<0.05, # diferencia entre TiO, d1 vs TiO, d30 P<0.05, ##
diferencia entre TiO, d1 vs TiO, d8 P<0.05, ### significancia entre TiO,d8 vs TiO,
d30 P<0.05, @ significancia entre Ti d1 vs Ti d8 P<0.05, @@ cambios entre Ti d1
vs Ti d30 P<0.05.
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Pudimos observar que en el d1 sobre el sustrato de TiO, hay mayor
cantidad de mitocondrias presentes comparados contra Ti al mismo tiempo, sin
embargo al d8 disminuyé de manera significativa la masa mitocondrial sobre
ambos sustratos, pero la masa en TiO, d8 fue mayor que en Ti d8.
Sorpresivamente se encontré que en TiO, al d30 habia menor masa mitocondrial
con respecto a los dias anteriores, sin embargo encontramos que la cantidad de
mitocondrias es mayor con respecto a Ti, pero las diferencias no fueron

estadisticamente significantes.

Al finalizar los andlisis bioquimicos anteriormente presentados, se continud
evaluando los procesos de adhesion celular asi como proliferacion en términos de
morfologia celular. Al concluirse 4 h de crecimiento endotelial sobre cada uno de
los sustratos, se prepararon las muestras para analisis en SEM, con la finalidad de
observar la morfologia celular durante el proceso de adhesién, las imagenes se
ilustran en la Figura 42. En la micrografia a 4 h se observa claramente que las
células sobre Ti tienen mayor dificultad para adherirse a la superficie (Figura 42a),
ademas se distinguen menores puntos de anclaje, filipodios mas traslucidos, y

menor produccion de ECM (Figura 42b).

Por otra parte en las superficies nanotubulares, se observaron a bajas
magnificaciones (Figura 42c), la formacion de filipodios mas “gruesos” con una
configuracion mas alargada, con un alto grado de contacto, bastantes pliegues
asociados a las células, mayores puntos de anclaje mostrados por las flechas

rojas y a altas magnificacion.
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También se observaron contactos mas intimos entre la ECM vy los
nanotubos (Figura 42d), datos que mostraron que en términos de anclaje o
adhesidn, los nanotubos de 80 nm facilitan el depdsito de proteinas y la adhesién

celular.
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Figura 42. Micrografias de SEM para BACEC a 4 h de incubacion. a) Ti sin
tratamiento a baja magnificacion. b) Ti a alta magnificacion. c) TiO, a baja
magnificacion. d) TiO; a alta magnificacion. Las lineas rojas indican la forma de los
filipodios anclados a sus respectivas superficies. Las flechas rojas muestran los
filipodios presentes concernientes a cada sustrato. La barra de escala para a) — ¢)
es de 1000 nm.
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En funcién a los datos sobre el anclaje celular descritos anteriormente, se
procedi6 a comparar las morfologias endoteliales utilizando magnificaciones
panoramicas (bajos acercamientos), con la finalidad de analizar la morfologia de

las células adheridas a 4 h de incubacion (Figura 43).

Figura 43. Micrografias para BACEC a bajas magnificaciones. a) Endotelio sobre
TiO, a baja magnificacién. b) Endotelio sobre TiO, a alta magnificacion. c) Baja
magnificacién en Ti. d) Alta magnificacion en Ti. Las puntas de flecha blancas
indican cuerpos celulares. Las puntas de flecha roja son filipodios observados. Las
lineas rojas muestra la traslucida ECM. La barra de escala para a) — c) es de 500
pMm, b) — d) es 20 pym.
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En la Figura 43a se observa una mayor cantidad de células endoteliales
adheridas tan solo a 4 h de crecimiento, apreciandose una morfologia en forma de
“frijol” caracteristica del endotelio. Encontramos que el Ti sin tratamiento dificulta la
adhesioén celular, ya que fueron muy pocas las células adheridas con respecto a
TiO, (Figura 43c). A mayor magnificacion, se observo la formacion de cuerpos
celulares con abundante ECM anclados a la superficie y bastantes interconexiones
entre células, imagenes que nos sugieren que los nanotubos potencian la
adherencia celular. En contraste las células adheridas sobre Ti presentaron una
forma circular como-fibroblastica, con una ECM aparentemente delgada y escasa,
pobres interconexiones célula-célula, ademas la cantidad de pliegues observados
son muy bajos con respecto a TiO,, datos congruentes con los encontrados en la
Figura 42.

Es importante promover una alta tasa de adhesion endotelial sobre las
superficies de los stents al ser implantados, pero la proliferacién endotelial debe
de guiarse en forma de monocapa tal como se menciond en la introduccion de
este capitulo. Tal esta reportado que el endotelio forma una monocapa que
recubre la parte intima de los vasos sanguineos, y es la que se encuentra en
contacto directo con los fluidos sistémicos, por lo que es de vital importancia que
el tejido-De novo que crecerd sobre un stent lo haga en forma de monocapa, por
lo que procedimos a caracterizar el crecimiento endotelial como monocapa,
analisis que se presenta en la Figura 44. Se observa que la proliferacion a 24h es
en forma de monocapa, que se va expandiendo en funcion al tiempo de

incubacion. En la Figura 44a, se hace evidente la presencia de una capa celular
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anclada a la superficie y vecinamente es visible una capa de nanotubos de TiO,
alineados verticalmente analizdndose a un angulo de 36°. En la Figura 44b, se
observa la clara morfologia en forma de monocapa a un angulo de 0° que prolifera
sobre los nanotubos de titanio, y finalmente en la Figura 44c, se muestra la

interaccion entre la capa de nanotubos y la capa celular a altas magnificaciones.

Monocapa celular

Figura 44. Evaluaciéon del crecimiento en forma de monocapa celular a 24 h. a)
Micrografia con un angulo de 36°. b) Micrografia a 0°. ¢) Unibn monocapa-
nanotubos. Las cabezas de flecha indican los bordes de la monocapa, las cabezas
de flecha roja indican la capa alineada de nanotubos. La barra de escala para a) —
b) es 500 nm, para c) es de 200 nm.

A continuacién, habiendo evaluado la tendencia a la formacion en
monocapa, se procedié a caracterizar el crecimiento endotelial a cada uno de los
diferentes tiempos de incubacion anteriormente establecidos con la finalidad de
evaluar la conservacion de la morfologia endotelial y caracterizar el proceso de

proliferacion. En la Figura 45, se muestra el crecimiento celular a diferentes
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tiempos en cada uno de los especimenes. A d1 en TiO; (Figura 45a), se aprecia a
magnificacion panoramica (bajo aumento) la formacién de pliegues celulares,
caracteristicos de los cuerpos asi como interconexiones célula-célula y abundante
ECM, con respecto a Ti donde se observaron células con escasa ECM (Figura
45b). Luego a 3 dias de incubacién, encontramos la formacién de una capa celular
mas densa sobre TiO,, observandose campos confluentes (Figura 45c), mientras
que en Ti (Figura 45d) aun se distinguian bastantes espacios (poca confluencia),
ademas una morfologia celular muy agrandada pero con mas conexiones
celulares comparado con el d1. Continuando los tiempos de incubacion, al dia 8,
se observa una capa confluente, bastante densa, con la formacion de cuerpos
celulares mas definidos y proliferante (Figura 45e), mientras que en Ti observamos
pocas células presentes en la superficie mostrando evidencia de la dificultad en la
que entran las células para proliferar en Ti, también se observé una morfologia
circular con la presencia de filipodios en forma de dendritas (Figura 45f),
posiblemente por estrés celular ocasionado por la superficie, pero con mayor
confluencia comparado con los dias anteriores. Finalmente, se analizd la
proliferacion a 30 dias en TiO, se encontré una capa bastante densa con cuerpos
celulares confluentes, con la formacién de una “cama” de ECM bastante densa
(Figura 45g), mientras que en Ti sin tratamiento (Figura 45h), se aprecia el
crecimiento de una capa celular delgada, aparentemente mas traslucida que la
gue se observa en la Figura 45c, sin embargo mas confluente que en los dias

anteriores.
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Figura 45. Crecimiento endotelial a diferentes tiempos de incubacién analizados a
baja magnificacién. a) Endotelio en TiO, a d1. b) En Ti a d1. ¢) Monocapa TiO; a
d3. d) Células en Ti a d3. e) Monocapa en TiO, a d8. f) Endotelio en Ti a d8. g)
Monocapa a d30 en TiO,. h) Monocapa a d30 en Ti. La barra de escala es de 500
Mm.

Hemos descrito la morfologia celular en funcion a lo observado a bajas
magnificaciones, datos que nos brindan bastante informacién con respeto a la
forma de la proliferacion celular. Por lo tanto se procedié a describir la morfologia
celular y de la capa que se forma a cada uno de los tiempos experimentales en
orden de caracterizar las diferentes cambios morfoldgicos ocasionado por las
superficies en funcién al tiempo, datos que se describen en la Figura 46. En dicha
Figura, se confirmaron las tendencias observadas para la Figura 45,
distinguiéndose que al dia 1 de crecimiento en TiO, se observan cuerpos celulares

alargados con abundante ECM sintetizado sobre la superficie (Figura 46a),
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mientras que en Ti se confirma una morfologia mas plana y una ECM muy
transparente (Figura 46b). Avanzando el tiempo de proliferacion, al dia 3 se
observan en los nanotubos la formacion de una monocapa con abundantes
cuerpos celulares, mayor ECM que en el dia 1 y mayor confluencia debido a que
se distinguen menores espacios de la superficie sin depdsitos celulares, mientras
que en Ti, observamos que las células depositadas se fueron alargando aun mas,
torndndose mas plano, con una morfologia como-fibroblastica, presentando

todavia una ECM traslucida y tenue, con filipodios muy pequefios (Figura 46d).

Figura 46. Crecimiento endotelial a diferentes tiempos de incubacién observados
a alta magnificacién. a) Endotelio en TiO, a d1. b) En Ti a d1. ¢) Monocapa TiO; a
d3. d) Células en Ti a d3. €) Monocapa en TiO; a d8. f) Endotelio en Ti a d8. g)
Monocapa a d30 en TiO,. h) Monocapa a d30 en Ti. Los circulos punteados
amarillos representan los cuerpos celulares que se formaron en TiO,. Las cabezas
de flecha roja indican la formacion de filipodios en Ti. La linea roja indica el
aplanamiento celular. Las cabezas de flechas verdes, representan los filipodios en
forma de dendritas observados. La barra de escala es de 20 ym.
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Al dia 8 de incubacion, la monocapa en TiO, se observd mas confluente,
desapareciendo méas espacios libres de la superficie, continuando la presencia de
cuerpos celulares y siguiendo un crecimiento lineal posiblemente inducido por la
superficie (Figura 46e), mientras que en Ti a d8, se confirmd la presencia de
filipodios celulares con forma dendritica, abriendo la hipétesis de que
posiblemente entran en un estado de estrés, o tal vez se estaban despegando por
efectos del sustrato. También se observd menos ECM y una morfologia mas
circular con respecto a los dias anteriores. Para concluir los tiempos establecidos,
se evalu6 la morfologia a 30 dias, se observo para TiO, la formacién de una
monocapa mucho mas madura, densa, con cuerpos celulares mas desarrollados,
sin espacios libres asociados a la superficie, continuando con un crecimiento
aparentemente ordenado posiblemente inducido por la superficie hanométrica, en
general una capa confluente sin aparente estrés celular (Figura 46g), mientras que
en Ti (Figura 47h) se encontr6 la presencia de una capa delgada y tenue, con
células aparentemente mas estresadas, con menor formacién de ECM indicando
posiblemente que hubo menor anclaje a la superficie, aun se distingue la
superficie por la traslucidez de la capa que proliferd, pero se encontr6 mayor

formacion de cuerpos celulares con respecto a los dias anteriores.

Los resultados de actina mostraron que la morfologia y la organizacion del
citoesqueleto de BCAEC dependen de la topografia de los diferentes sustratos.
Las imagenes en la Figura 47 sugieren que los nanotubos promueven la movilidad

celular debido a la alta formacién de lamelipodios sobre el sustrato comparado
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contra Ti. En las Figuras 47a, c y e se observaron que poseen una morfologia
poligonal, con abundantes puntos aparentemente focales, y con crecimiento
ordenado. Sin embargo en la Figura 43b, se observo una morfologia mas
alargada, con menores puntos aparentemente focales, sin embargo el crecimiento
fue de forma ordenada. Para la morfologia en las Figuras 47d y e, aparentemente
las células adquirieron una morfologia circular, posiblemente se estaban
despegando ya que solo se identifico correctamente los nudcleos, datos que
concuerdan a los analizados en SEM. Para ninguno de esos tiempos se

encontraron puntos que aparenten ser focales.

El analisis morfolégico basado en las observaciones de actina se muestran
en la Figura 48 indicando que los nanotubos influyen en la elongacion y forma
celular. La Figura 48a muestra un incremento significativo en la elongacion celular,
para Ti sin tratamiento datos que indican que las células necesitan alargarse
significativamente para iniciar la proliferacion comparado contra TiO,. Por otra
parte la Figura 48b, indica que la morfologia endotelial es menos plana en los
nanotubos (el valor de 1 es para estructuras perfectamente redondas y O para una

linea recta) que en Tia 24 h.

Al igual que la morfologia celular, también es importante analizar los
cambios en la morfologia nuclear. Basados en las tinciones de DAPI realizadas en
los diferentes andlisis, evaluamos la extension nuclear, asi como el area nuclear
para ambos sustratos como se indica en la Figura 49. No se encontraron cambios

estadisticos en la elongacion nuclear para cada uno de los tiempos de incubacion
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sobre ambos sustratos, sin embargo el esparcimiento nuclear se ve afectado por
la superficie (Figura 49b), observdndose cambios significativos con mayor
extension nuclear para BCAEC que crecieron sobre Ti, excepto al d30, donde
sorpresivamente encontramos que la superficie a plazos mas largos promueve el

incremento en la extensiéon celular.

Figura 47. Imagenes de inmunofluorescencia de actina de citoesqueleto. a) TiO; a
dl. b) Ti a d1. c¢) TiO, a d3. d) Ti a d3. e) TiO, a 30d. f) Ti a d30. La barra de
escala es de 50 ym.
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Figura 48. Analisis morfolégico de BCAEC en Ti sin tratamiento y TiO, a 24h. a)
Elongacion celular. b) proporcion eje menor/mayor. El valor P se obtuvo realizando una
prueba t-student de dos vias: * Indica diferencia estadisticamente significativa entre TiO,
vs Ti P<0.05, # Significancia estadistica entre Ti vs TiO, P<0.05.
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Figura 49. Morfologia nuclear analizada en BCAEC para cada sustrato. a) Elongacion
nuclear. b) Area de extension. El valor P se obtuvo realizando un andlisis de varianzas de
una via seguido de un analisis de Tukey: * significancia estadistica para Ti vs TiO, d1
P<0.05, ** Ti vs TiO, a d3 P<0.05, *** Ti vs TiO, d8 P<0.05, **** TiO, vs Ti d30 P<0.05, x
Ti d1 vs Ti d30 P<0.05, xx Ti d3 vs Ti d30 P<0.05, xxx Ti d8 vs Ti d30 P<0.05, @ TiO, d1
vs TiO, d30 P<0.05, @@ TiO, d3 vs TiO, d8 P<0.05, @@ @ TiO, d8 vs TiO, d30 P<0.05.
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4.4 Discusion

Las células endoteliales son uno de los principales constituyentes celulares
de los vasos sanguineos, y una de sus principales funciones es separar la sangre
de los tejidos adyacentes (101, 130). Durante la colocacion de stents es de vital
importancia el anclaje, proliferacion asi como la viabilidad del tejido nuevo que
crecera sobre el material. Hemos reportados en los capitulos anteriores que la
nanotopografia es capaz de controlar el comportamiento de diferentes tipos
celulares. A partir de estos hallazgos procedimos con la evaluacién de nanotubos
de TiO, de 80 nm, utilizando BCAEC, células que fueron obtenidas de fuentes
comerciales.

La restauracion del endotelio después de la implantacién del stent es un
proceso critico, por lo que se evalud la viabilidad sobre las superficies utilizando el
kit de vida/muerte (Figura 34). Encontramos una tasa superior de células vivas con
respecto a las muertas para ambas superficies, sin embargo en los sustratos con
nanotubos se encontré un numero superior de células vivas, formando una
aparente monocapa celular, y con una morfologia parecida con las observadas en
las cajas de cultivo al inicio de los experimentos, por otra parte en los sustratos de
Ti encontramos una morfologia “redondeada” principalmente a la 24 h, datos que
nos brindan la hipotesis de que las células posiblemente se estaban despegando y
en funcion a eso perdieron su morfologia, datos que estan en acuerdo con los

reportados por Brammer et al. (131) para endotelio en nanotubos con diametro de
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~100 nm, sin embargo futuros estudios con incremento estadistico en el nhumero
de muestras son requeridos para confirmar estas tendencias.

La viabilidad es importante durante el crecimiento de tejido nuevo sobre un
stent, pero es de vital importancia la rapida re-endotelizacion por lo que
procedimos a evaluar la tasa de adhesion y proliferacion (Figura 35). Encontramos
mayor adhesion celular a las 24 h de crecimiento con respecto a Ti, y la
proliferacion fue superior para las células presentes en los nanotubos, comparado
con el lento crecimiento encontrado para Ti, nuestras tasas de proliferacion
tuvieron tendencias similares a las reportadas por Shafir et al., donde inmovilizo
INOS sobre un sustrato metalico y los dejo proliferar por 3 y 5 dias (132), también
concordantes con los reportes de Zhong et al. donde funcionalizaron polidopamina
sobre sustratos de nanotubos de titanio con el fin de promover la endotelizacion y
disminuir la proliferacion de musculo liso vascular (133), y fortaleciendo el uso de
las nanoestructuras, nuestros resultados estan en acuerdo con lo que publica Loya
et al., ellos evaluaron la proliferacion endotelial en nanofibras depositadas por
plasma, que fueron capaces de estimular mayor proliferacibn comparado contra
sustratos sin tratamientos (134). Por otra parte Choudhary et al. reporto
incrementos en la proliferacion endotelial en cultivos de hasta 5 dias en titanio
comercial nanoestructurado demostrando que a largos plazos se incrementa la
proliferacion (135), datos que fortalecen nuestras evidencias. Sin embargo
nuestros resultados estuvieron en contraste con los reportados por Park et al., ya
que ellos publican que las superficies de nanotubos de 15 nm de diametro con
altas y bajas concentraciones de fluoruros promueven mayor proliferacion que la

contraparte a mayores dimensiones (136), posiblemente estos datos se deban al
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tipo de electrolitos utilizados para el proceso de fabricacion de los nanotubos, asi
como el proceso global de oxidacién.

En este estudio demostramos que la superficie regula la expresion de
proteinas endoteliales, por ejemplo, se realizo la inmunotincién y la cuantificacion
de eNOS en cada uno de los sustratos. Sorpresivamente encontramos que a cada
tiempo de estudio la expresibn de eNOS se incremento en el nanomaterial
comparado contra Ti, posiblemente se deba a que la superficies
nanoestructuradas son capaces de promover la proliferacion celular, quizas por la
activacion de la via de MAPK que esta fuertemente asociada a la proliferacion
(99), implicada en la mecanotransduccién endotelial (137) y en la angiogénesis
(138), también se conoce que su activacion promueve la fosforilacion eNOS (139).
Nuestra hipotesis se fortalece por los resultados de los estudios de mRNA que
publico Peng et al.,, en los que reporto mayor expresion de MAPK/P38 sobre
nanotubos de Ti a 30 y 100 nm de diametro comparados contra Ti sin tratamiento
(140). Otra posible explicacion para la sobreexpresion de eNOS, es que las
superficies son capaces de estimular la regulacién de AKT (proteina quinasa B), la
cual cataliza la fosforilacion de eNOS en el residuo Ser 1177 (141), y realizando
pruebas de western blott encontramos mayor expresion de esta proteina, ademas
nuestros resultados concluyen con los obtenidos por Yeh et al.,, quienes
cuantificaron la expresion de eNOS sobre TiO, comparado contra Ti, y
encontraron expresion estadisticamente mayor con respeto al control a un tiempo
de cultivo de 48h (142). La investigacion in vitro realizada, revela que la superficie

nanoestructurada es capaz de mantener la expresion de eNOS comparado contra

106



las superficies regulares de titanio. Por lo tanto podria presentarse menor
disfuncion endotelial sobre los nanotubos de 80 nm.

El factor de crecimiento vasculo-endotelial (VEGF), es un componente clave
en las cascadas de sefializacion para la formacién de nuevos vasos sanguineos a
partir de otros existentes, y puede activar la proliferacién, migracion vy
sobrevivencia celular (143). Al analizar VEGFR-2 receptor ampliamente
involucrado en la proliferacién celular, se encontré mayor expresion en las células
cultivadas en TiO, a todos los tiempos (P<0.05), y los mayores niveles de
expresion fueron a los dias 3 y 30 para los nanotubos, sin embargo no se encontré
diferencias estadisticas entre cada uno de los tiempos de andlisis y al aprecer se
mantuvo la expresion relativa. Los datos arrojados por VEGFR-2 indican que el
endotelio al poseer mayor expresion del receptor, se promovera la angiogénesis
en los nanotubos con respecto a Ti, y ademas posiblemente se activara la
expresion de eNOS por medio de la via de ERK/MAPK (129, 144, 145), que
también esta fuertemente involucrada en la angiogénesis, informacion que
correlaciona con los datos para la activacion de eNOS y brindan mas evidencia a
la hipotesis anteriormente mencionada. Por ello, mas estudios involucrando las
mediciones de VEGFR-2 expuesto a diferentes concentraciones de VEGF seran
requeridas para esclarecer las tendencias observadas.

Los procesos como son la angiogénesis requieren de la produccion de
nuevo tejido, por lo cual demandan altos niveles de ATP. En los tejidos la mayor
parte del ATP es producido por la fosforilacion oxidativa mitocondrial. Se ha
demostrado que VEGF es capaz de promover la biogénesis mitocondrial,

activando vias de sefializacion como son la via de AKT, Wright et al., en sus
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experimentos, en los que ellos silenciaron la Akt3, y encontraron que PGC-1a se
acumulaba en el citoplasma y a la vez se reducian lo genes conocidos para PGC-
1a, resultados que sugieren un mecanismo de activacidn en la biogénesis
mitocondrial estimulado por VEGF mediante la via de Akt (146). En nuestros
experimentos se encontrd6 mayor cantidad de masa mitocondrial en los nanotubos
a d1 y d3 con respeto a Ti, sin embargo sorpresivamente se observo disminucion
de la masa mitocondrial al d30 para nanotubos (P<0.05), y también para Ti
(P<0.05), posiblemente la disminucion se debe a que conforme pasa el tiempo de
proliferacion cada vez hay menos espacio para el crecimiento celular (confluencia
que se acerca al 100%), lo cual es capaz de activar la inhibicion por contacto,
reduciendo el crecimiento y por lo tanto la necesidad de produccion de ATP. Es
necesario realizar mas estudios sobre biogénesis mitocondrial, asi como
cuantificaciones de ATP, para explicar las tendencias encontradas.

A 4 h de incubacién, se evalu6é el mecanismo de adhesion que estimula
cada uno de los sustratos. Nuestros datos demuestran que la superficie
nanoestructurada promueve el anclaje celular, por medio de la formacién de mayor
numero de filipodios y aparentemente mayor deposito de ECM sobre el sustrato.
Esta tendencia posiblemente se presento por la baja area superficial que presenta
el Ti sin tratamiento, lo cual se expreso en la deposicion de una ECM menos
densa y la formacion de puntos de anclaje mas tenues y delgados. Claramente las
diferencias en la estructura superficial presentan efectos en la respuesta de
BACEC entre cada una de las superficies. También los nanotubos promovieron
mayor formacion de cuerpos celulares, con filipodios mas alargados posiblemente

para fortalecer su anclaje a los nanotubos. Deben realizarse mas pruebas para
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esclarecer los resultados, un ejemplo puede ser la cuantificacion de Paxilin, una
proteina involucrada en la sefalizacion de la adhesion focal. A las 24 h de
crecimiento en SEM, observamos la formacion de una monocapa celular anclada a
los nanotubos, morfologia que el endotelio debe tomar al crecer sobre la superficie
de un stent. Estos datos sugieren que la nano-configuracién de 80 nm, promueve
el estiramiento celular, sin perder la formacion de cuerpos celulares, lo cual
permite la formacion de la monocapa. Un comportamiento similar se observo para
condrocitos humanos cultivados sobre nanotubos de carbono alineados
verticalmente (95) y sobre nanofibras de TiO, (40). En funcién a estas tendencias,
continuamos caracterizando la morfologia y el crecimiento por mayores tiempos de
incubacion, encontrando que en nanotubos de TiO,, el crecimiento endotelial
continua, con la tendencia a la formacion la capa celular tan mencionada, asi
como a la formacion de pliegues y cuerpos celulares que se hacen notar conforme
avanza el tiempo de crecimiento, la presencia de estos cuerpos es importante por
que podemos ver que no tenemos una capa plana, por lo que posiblemente el
endotelio no se encuentra en estado de estrés celular, nuestra hipotesis tiene
sustento por los resultados publicado por Bruni et al., donde reporto que en
aleaciones de Ti6Al4V horneado y colocandose en contacto con HUVEC y TNFa
se presenta menor tasa de apoptosis celular y menor expresion de ICAM-1 (147),
sera entonces necesario hacer mas estudios sobre el estrés celular inducido por
estas nanoestructuras para confirmar las tendencias encontradas.

Los resultados para actina mostraron que la morfologia de BACEC vy la
organizacion del citoesqueleto dependen de la topologia de los diferentes

sustratos. Se observO que la topografia mantiene el prototipo morfologico
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endotelial, datos que nos brindan pistas de que la organizacion de actina
posiblemente promueve la locomocién celular, por lo que los nanotubos
posiblemente actian como iniciadores de la migracion celular, mientras que la
superficie sin tratamiento, abérrense a la morfologia endotelial, tomando una
textura circular con muy pocos puntos aparentemente focales, y pocas
comunicaciones célula-célula al igual como se observo en los datos de SEM
comparados con los nanoestructurados. La morfologia tomada por el endotelio en
Ti, son parecidos a los reportado en la literatura (148). El andlisis morfolgico
basado en actina indico mayor elongacion en las superficies de Ti y menor
proporcién entre eje menor/mayor datos que sugieren que el endotelio se deforma
tomando una textura mas plana pero a su vez mas elongada, posiblemente por
que la superficie de Ti no facilita el anclaje celular, lo cual no facilita la formacion
de pliegues mejor definidos forzando a la célula a estirarse para mantenerse
anclada a la superficie. Se requieren analisis con un niumero de muestras mayor
para confirmar la tendencia a la elongacion celular. Por ultimo se encontré que la
elongacion nuclear no se ve alterada por la superficie, sin embargo el
esparcimiento nuclear (area) se ve incrementado en las superficies sin
tratamiento, una posible explicacion es que se sabe que el arreglo de
microfilamentos y de actina son capaces de regular la forma nuclear (70) y al
haber mayor esparcimiento celular por la necesidad de buscar mas zonas para
anclarse a la superficie, esto promueve el esparcimiento nuclear, mientras que los
nanotubos regulan una morfologia menos alargada, con filamentos de actina
menos elongados, lo cual se refleja en un menor esparcimiento nuclear. Estos

datos revelan que la superficie no solo es capa de regular la morfologia del
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citoesqueleto, si no también el esparcimiento nuclear, posiblemente por que
promueven la formacion de ECM y por lo tanto se forman mayores puntos de
union con las integrinas las cuales también pueden regular la forma del
citoesqueleto (70).

Los resultados obtenidos sugieren que el uso nanotubos podrian regular
condiciones anti-tromboticas. Estos resultados revelan que los nanotubos de TiO,
brindan mejores propiedades en términos de re-endotelizacion y expresion de
receptores involucrados en la homeostasis endotelial comparado con un stent
metélico sin recubrimiento alguno. Un aspecto adicional es que los nanotubos de
TiO, formados a partir de Ti o sus aleaciones podrian remplazar los stents con
recubrimientos para liberar anti-proliferativos. Ya que estos incrementan el riesgo
de trombosis tardia. En la Figura 50 se presenta un esquema que resume los

resultados reportados para BACEC.
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Figura 50. Efecto de los nanotubos de en la expresion de diferentes proteinas

endoteliales, asi como en la masa mitocondrial.
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CAPITULO 5

5.1 Propiedades antisépticas de los nanotubos de TiO;,:

Inhibicion de la adhesion bacteriana.

Los biomateriales a base de titanio (Ti) son de los mas comiUnmente
utilizados en aplicaciones biomédicas. Sobre la superficie de estos materiales, se
forma de manera espontanea una capa estable de 6xido de titanio, con un espesor
aproximado de 3-10 nm al estar en contacto con el oxigeno, confiriéndole
biocompatibilidad a la superficie, mejor resistencia a la corrosién y mejorias en las
propiedades mecanicas del material (149, 150). Se han reportado infecciones en
estos materiales y en una amplia variedad de dispositivos incluyendo catéteres
venosos centrales y las agujas conectoras, tubos endotraqueales, dispositivos
intrauterinos, valvulas cardiacas mecénicas, stents cardiovasculares, marcapasos,
catéteres peritoneales para dialisis, tubos para timpanostomia, protesis
ortopédicas y dispositivos ortopédicos cutaneos (135, 151, 152). Estas infecciones
en el sitio de cirugia ocasionan que se prolongue la estadia hospitalaria de los
pacientes en una media de dos semanas por paciente, aproximadamente el doble
de tasas de rehospitalizacion y un incremento en mas del 300% en cuidados
meédicos (153). Como ejemplo, tan sélo las infecciones en uniones protésticas
tienen un costo de alrededor de $50,000 ddlares U.S. por episodio, mientras que

la tasa de mortalidad se considera mayor al 2.5% (154). Ademas los pacientes con

113



infecciones por implantacion de dispositivos médicos, sufren de dolor, limitaciones
en la funcion de sus implantes y lo més importante reduccion de la calidad de vida.
Hay diferentes razones para las infecciones relacionadas a dispositivos médicos,
como son faltas de higiene por parte del personal, material esterilizado
incorrectamente o alguna infeccion local o sistémica por parte del paciente. Ya que
la bacteria se adhiere a la superficie del implante, comienza a secretar una matriz
protectora a base de polisacaridos, que junto con la colonizacion bacteriana
comienza la creacion de la biopelicula. Las biopeliculas bacterianas son
resistentes a los antibidticos y biocidas en un nivel de 500-5000 veces mayor que
lo necesario para eliminar bacterias plantdénicas de la misma especie (155).
Ademas Walker y colaboradores reportaron que neutréfilos humanos sirven para
estimular el desarrollo inicial de biopeliculas de P. aeruginosa (156). Mientras que
de manera similar Chandra y colaboradores mostraron que células mononucleares
de sangre periférica permiten la habilidad de la levadura, Candida albicans, para
formar biopeliculas y que la mayor parte de las células mononucleares fueron
localizadas en la parte central y basal de la biopelicula (157). Por lo que es de vital
importancia evitar la adhesion y crecimiento bacteriano sobre la superficie de
implantes biomédicos. En este estudio, se evalud la susceptibilidad la inhibicion de
S. aureus, sobre superficies de titanio anodizado asi como la adhesion,
colonizacion, morfologia, viabilidad y la cantidad de proteinas sintetizadas por la

cepa bacteriana.
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5.2 Fase experimental

Fabricacién de nanotubos de TiO».

Los nanotubos de TiO; y los discos de Ti utilizados para esta seccion son

similares a los descritos en detalle en la secciéon 2.2 de esta tesis.

Cultivo de Staphylococcus aureus

Para todos los estudios efectuados en este capitulo que involucren el uso
de cepas bacterianas, se empleo la linea celular Staphylococcus aureus (S.
aureus), obtenido de American Type Cell Culture (ATCC 25923), el medio en el
qgue se realizo el cultivo celular fue en caldo soya tripticaseina (TSB; Beckton
Dickenson) el cual fue preparado siguiendo las recomendaciones del proveedor, y
el agar utilizado para su re-siembra fue agar soya tripticaseina (Beckton
Dickenson), también fue preparado siguiendo las recomendaciones del proveedor.
Previo a los estudios realizados, se ejecuto una tincién de Gram, para confirmar la
coloracién caracteristica de los Gram positivos y la esterilidad del cultivo utilizado.
Para cada uno de los analisis realizados sobre cada sustrato se utilizaron 100 pL
de una suspensiéon de S. aureus-TSB a una densidad Optica (D. O.), de 0.38 y de
concentracién ~1.78x10° UFC/mL, correspondiente al inicio de la fase de
crecimiento. Para todos los experimentos, un dia antes se resembro la sepa
bacteriana con la ayuda de un asa de cultivo sobre una caja de Petri con agar

soya tripticaseina estéril.
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Elaboracién de curvas de crecimiento

Con el fin de identificar el tiempo en el que transcurre cada una de las fases
de crecimiento de S. aureus y poder determinar la concentracion celular en
unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL), se realizo una curva de
crecimiento bacteriano por duplicado, realizando mediciones con la ayuda de un
espectrofotometro UV-Vis (Perkin Elmer, Lambda 25), y del cultivo de diluciones
para determinar la concentracion. El procedimiento empleado se describe a

continuacion:

a) Se emplearon dos tubos cénicos de 50 mL, cada uno con 25 mL de TSB. El
primero se utilizo para la lectura del blanco, y al segundo se le agregaron
aproximadamente 3 colonias de S. aureus previamente sembrados en caja
de agar soya tripticaseina.

b) EI tubo con el inoculo se agito rigurosamente para homogenizar la
suspensién. Posterior a la lectura del blanco, se coloco 1 ml de la
suspension bacteriana en una celda para su lectura por espectrofotometria
a una longitud de onda de 600 nm.

c) Se repitio la medicion del punto b cada 60 minutos por 24 horas.

d) Paralelo al punto c, con la finalidad de conocer las UFC/mL del inGculo
bacteriano, se realizaron siembras de diluciones seriadas de la siguiente

manera:
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a. A 10 microviales de 1.5 mL estériles se les agrego 1.0 mL de
solucion salina al 0.85%.

b. Después se tomo el indculo y se le realizaron diluciones seriadas de
1:10 en los 10 microviales.

c. Luego se sembraron 10 yL de cada dilucion en cajas de Petri con
agar soya tripticaseina.

d. Se dejaron secar los 10 uL en la superficie del agar, y posteriormente
se colocaron a incubar a 37°C por aproximadamente 12 horas.

e. Terminado el tiempo se contaron las UFC/10 pL de cada dilucién.

Andlisis de viabilidad bacteriana

El andlisis de viabilidad sobre cada uno de los sustratos experimentales se
realizo al dia 1 (d1), dia 3(d3) y dia 5 (d5) de cultivo in vitro. La prueba se llevo
acabo de la siguiente manera:

1. Al haberse cumplido cada uno de los tiempos de incubacion, se retiro el
medio de cultivo de cada uno de los especimenes.

2. Luego se lavaron tres veces (5 minutos cada lavado) con PBS 1X pH 7.2,
para remover bacterias no adheridas.

3. A continuacion se transfirieron cada uno de los sustratos a un tubo cénico
de 50 ml conteniendo 0.5 mL de solucion fisiolégica estéril.

4. Con la ayuda de una espatula, se procedio a despegar mecanicamente las
bacterias adheridas a las respectivas superficies, luego se tomaron 10 uL

de la suspension fisiologica y se sembré en cajas de agar soya
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tripticaseina, siguiendo el método de diluciones seriadas mencionado en el
punto d, del procedimiento para elaboracion de curvas de crecimiento.

5. Finalmente se contaron las UFC para cada dilucion.

Morfologia bacteriana analizada por SEM

Después de d1, d3 y d5 de incubacion, las células se fijaron a cada uno de
los sustratos (TiO, y Ti) utilizando a detalle el método anteriormente descrito en la

seccion 2.2.

Topografia microbiana caracterizada por AFM

Transcurridas 24 h de incubacion, con el apoyo de un AFM se realizo el
andlisis topografico de las células cultivadas sobre nanotubos de TiO, y Ti

utilizando el procedimiento descrito en la seccion 2.2 de esta tesis.

Cuantificacion de proteinas totales adsorbidas

Se cuantifico la cantidad de proteinas adsorbidas para d1, d3 y d5. Se

utilizando el siguiente procedimiento:

a) Se retiro el medio de cultivo a cada uno de los sustratos, y se les realizaron
tres lavados (5 minutos cada uno) con PBS 1X pH 7.2, para remover

bacterias no adheridas.
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b) A continuacién se transfirieron los especimenes a una caja de 24 pozos
estéril sobre un bafio de hielo y se les coloco 500 uyL de PBS 1X pH 7.2
directamente sobre las superficies de cada placa.

c) Con la ayuda de una espatula estéril, se realizo pulido mecanico para
remover todas las sustancias adheridas a la superficie. A continuacion se
transfirié la mezcla de PBS a un microvial de 1.5 mL y se coloco a sonicar
en un bafo de agua con hielo por 15 minutos.

d) Después se centrifugo por 30 minutos a 6000 rpm Yy finalizado el tiempo se
transfirié el sobrenadante a otro microvial de 1.5 mL.

e) A continuacion se almaceno a -80°C hasta el dia de su cuantificacion.

f) Finalmente se realizo la cuantificacion de proteinas utilizando el método de
Bradford de la siguiente manera:

a. Se mezclo 5 mL del reactivo de Bradford (Quick Start, BioRad) en un
tubo cénico de 50 mL conteniendo 20 mL de agua destilada y se
mezclo suavemente.

b. Después en un en un microvial de 1.5 mL se colocaron 1000 pL de la
dilucion del reactivo de Bradford y se mezclo con 20 uL de la
muestra experimental y se dejo reposar por 5 minutos en lugar
0SCuro.

c. Luego se coloco la mezcla en una celda para espectrofotometro y se
procedi6 a realizar la lectura a 595 nm.

d. Finalmente se realizo la determinacion de la concentracion de
proteinas utilizando una curva de calibracion de albumina de suero

bovina (BSA) previamente elaborada.
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Andlisis estadistico y graficas con barras de error

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron tres
veces. Los datos fueron evaluados por medio del software Prism 6 (2013),

siguiendo los parametros estadisticos utilizados en la seccion 2.2.

5.3 Resultados

En funcion de conocer la viabilidad y forma de crecimiento de la cepa
utilizada para estos estudios, se realizaron dos curvas de crecimiento que se

presentan en la Figura 51, observandose claramente cada una de las fases del

crecimiento microbiano.
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Figura 51. Curvas de crecimiento de S. aureus en medio TSB. a) D.O. Agoo nm VS
tiempo (h). b) Logio vs tiempo (h).

120



Después de conocer la biologia de crecimiento de S. aureus, se cultivo la
cepa sobre cada uno de los especimenes experimentales, con la finalidad de
conocer la tasa de viabilidad inducida por cada sustrato a los tiempos previamente

establecidos de incubacion. Datos representados en la Figura 52.

15- I @ {
) ' B 17O, 80nm
_EI | # | = " B3 Ti
O 10- =
LL —= e
- e e !
‘9' I 'y --' !
o 5+ o . |
o
— ] :
oy . ]
0- . ;
dl d3 d5

Tiempo de Incubacién

Figura 52. Log;o UFC/mL vs tiempo de incubacién para cada uno de los sustratos
experimentales. La grafica de barras muestra las barras de error como la media de
* la desviacion estandar. El valor P se obtuvo realizando un analisis de varianzas
de una via seguido un analisis de Tukey: * indica diferencia estadistica entre TiO;
vs Ti d1 P<0.05, ** indica diferencia estadistica entre TiO, vs Ti a d3 P<0.05, ***
indica significancia entre TiO, vs Ti a d5 P<0.05, # muestra la diferencia
estadistica entre TiO, d1 vs TiO, d3 P<0.05, @ sefala cambios significativos entre
Tidl vs Ti d3 P<0.05.

En el analisis de viabilidad se observo mayor cantidad de bacterias vivas en
el sustrato para Ti sin tratamiento comparado con los nanotubos al d1, datos que

nos indicaron que en los sustratos con nanotubos hubo aproximadamente un
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35.4% de inhibiciobn bacteriana con respecto a Ti. Después al tercer dia de
crecimiento se encontr0 que en las superficies de Ti hubo un aumento
estadisticamente significante de la viabilidad de aproximadamente 29.5%, sin
embargo sorpresivamente encontramos que en la superficie con nanotubos hubo
un incremento significativo de aproximadamente 37.3% con respecto a la muestra
de TiO; d1, en contraste los sustratos de Ti incrementaron la susceptibilidad al
crecimiento bacteriano en un 31.5% mas que los nanotubos a d3, diferencias
estadisticamente significantes. Finalmente al d5, se encontré disminucion en la
viabilidad bacteriana para ambos sustratos con respecto a d3, y en Ti a d5 se
inhibié aproximadamente 11.6% vs Ti d3, sin embargo la inhibicion no fue
estadisticamente significante. Por otra parte en los nanotubos el porcentaje de
inhibicién fue del 3% con respecto a TiO, d3, lo que indico que posiblemente los
nanotubos fueron capaces de dificultar la proliferacion bacteriana, manteniéndose
el numero de UFC similares a los del d3 y menores que los encontrado en Ti d1.
Los nanotubos fueron capaces de inhibir aproximadamente un 25% el crecimiento

bacteriano con respecto a Ti db.

Es importante conocer la tasa de viabilidad bacteriana, pero también es vital
evaluar la morfologia del crecimiento por analisis microscopico (Figura 53). El
analisis a bajo aumento demostré que la cantidad de bacterias adheridas en cada
uno de los sustratos siguen la tendencia observada en el analisis de viabilidad,
ademas nos permitié conocer la morfologia que adoptaron las células sobre cada

uno de los sustratos, sin observarse cambios significativos entre cada uno de
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ellos, excepto al dia 5 donde se observo la formacién de peliculas de mayor

tamafo sobre el sustrato de Ti.

Figura 53. Micrografias de SEM para S. aureus sobre cada uno de los sustratos a
bajo aumento. a) TiO, d1. b) Ti d1. ¢) TiO, d3. d) Ti d3. e) TiO, d5. f) Ti d5. La
barra de escala para todas las imagenes es de 5 ym.

Sorpresivamente encontramos que la morfologia en Ti d5 fue diferente con
respecto a las demas, por lo que se procedié a caracterizar las peliculas adheridas
tomando micrografias a mayores aumentos (Figura 54). Se observd una
morfologia de mayor tamafio en las muestras de TiO, con respecto a las de Ti sin
tratamiento. Ademas la pelicula que se formo sobre cada uno de las muestras de

TiO, fue mas delgada que en Ti.
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Figura 54. Micrografias de SEM para S. aureus sobre cada uno de los sustratos a
alto aumento. a) TiO, d1. b) Ti d1. c) TiO, d3. d) Ti d3. e) TiO, d5. f) Ti d5. La
barra de escala para todas las imagenes es de 500 nm.

Se evalué la topografia de la pelicula formada a 24 h de incubacion sobre
los especimenes. Se observo claramente que en Ti hay una mayor proliferacion,
siguiendo un crecimiento ordenado, mientras que en TiO,, se observo menor
cantidad de cocos distribuidos de manera desordenada, datos que apoyan a la

evidencia presentada en SEM y AFM (Figura 55).
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Figura 55. Micrografias de AFM para S. aureus a 24h. a) Ti. b) TiO,. La barra de
escala es de 5 uym.

Para la adhesion y proliferacion bacteriana, es necesaria la sintesis y
adsorcion de proteinas a la superficie, por lo que medimos la cantidad de
proteinas totales microbianas en cada uno de los sustratos a los tiempos
establecidos (Figura 56). Encontramos que al d1 hubo mayor cantidad de
proteinas sobre la superficie de nanotubos con respecto a Ti, pero al d3 la
cantidad de proteinas depositadas sobre Ti supero significativamente a los
nanotubos, inclusive disminuyo considerablemente la cantidad de proteinas en
TiO, al d3 con respecto a TiO, d1 (P<0.05). Pero al d5 sorpresivamente se
encontré que la cantidad de proteinas presentes en Ti habian disminuido con
respecto a d3 (P<0.05), llegando a niveles ligeramente mayores a los de dl
(P>0.05), por otra parte la cantidad de proteinas en TiO, se mantuvo igual que a

dia 3 (P>0.05), finalmente descubrimos que los niveles de proteina presentes en
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Ti fueron mayores que los de TiO, a d5, sin embargo las diferencias no fueron

estadisticamente significantes.

— 1t
150+ ' :
22y B TiO, 80 nm
B Ti

1004 @ )

Proteinas totales
adsorvidas (ng/mL)
I

dl d3 d5

Figura 56. Proteinas totales adsorbidas vs tiempo. La grafica de barras muestra
las barras de error como la media de * la desviacién estandar. El valor P se
obtuvo realizando un andlisis de varianzas de una via seguido un analisis de
Tukey: * indica significancia estadistica entre Ti vs TiO, d1 P<0.05, ** diferencia
estadistica entre Ti vs TiO, d3 P<0.05, @ muestra las diferencias entre TiO, d1 vs
TiO, d3 P<0.05, # diferencias entre Ti d1 vs Ti d3 P<0.05, ## diferencia
significante entre Ti d3 vs Ti d5 P<0.05.

5.4 Discusion

Las infecciones son una significante carga para los implantes dentales y
ortopédicos ocasionando la falla temprana del dispositivo previniendo la apropiada
integracion entre el tejido y el implante. Por lo tanto el objetivo de este capitulo fue

el comparar la superficie de nanotubos de TiO, ~ 80 nm de diametro y la superficie
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de Ti sin tratamiento para averiguar cual fue la superficie mas resistente a S.
aureus en términos de adhesion, colonizacion, viabilidad y sintesis de proteinas

totales.

Antes de llevar acabo cada uno de los experimentos, se elaboro una curva
de crecimiento con la finalidad de confirmar el patrébn de crecimiento para S.
aureus con respeto a lo que esta publicado en la literatura. Se encontré que su
biologia de crecimiento esta en acuerdo con lo reportado (158), y a la par se
construyo una grafica de UFC/mL para identificar el numero de células vivas que

se producen en funcion del tiempo.

Los resultados de nuestro estudio indicaron que la superficie con nanotubos
es capaz de inhibir el crecimiento de S. aureus, llegando a promover hasta un 35%
de inhibicion bacteriana para las primeras 24 h, nuestros resultados estan en
acuerdo con lo reportados por Concepcion et al., donde ellos evaluaron la
susceptibilidad de adhesion para S. aureus en nanotubos de 20 y 100 nm
fabricados por oxidacion anddica (159). Posiblemente esta inhibicion bacteriana se
deba a que nuestros nanotubos se fabricaron utilizando electrolitos a base de
fldor, elemento que se sabe tiene propiedades antisépticas (160), lo cual fue capaz
de inhibir el crecimiento comparado contra Ti que estaba libre de F (Ver tabla 1),
nuestra hipotesis en conjunto con nuestros resultados concuerdan con lo
reportado por Puckett et al., ellos fabricaron nanoestructura por oxidacién anodica,
y compararon dos grupos; uno electro evaporacion seguido del anodizado, y otro

sin evaporizacion ni tratamientos térmicos. En sus resultados de EDS reportan
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6.03% de F para nanotubos sin tratamiento térmico y 0% para los eletro-
evaporados, reportando que los nanotubos sin tratamiento térmico fueron capaces
de inhibir significativamente la adhesion bacteriana con respecto al resto de los
grupos (63). Datos similares fueron reportados por Ercan et al., donde comparo las
propiedades anti-biocidas de nanotubos reportando que la presencia de fldor
posiblemente disminuye la adhesion bacteriana (161) datos que concuerdan con

los nuestros.

Los andlisis microscopicos de SEM, indicaron evidente deposicion y
colonizacion microbiana sobre los sustratos de Ti, observandose incremento en la
proliferacion en funcion del tiempo, datos que respaldan las graficas arrojadas del
conteo de células vivas. Por otro lado, los nanotubos dificultaron la adhesion y
colonizacion, tal como se observo en los analisis de SEM, corroborando los datos
anteriores. Estudios recientes indican que aplicaciones de bajos volates en
metales para restauracién dental, son capaces de alterar la morfologia celular e
inclusive de destruir la integridad de S. aureus (162), lo que nos sugiri6 que
posiblemente los nanotubos al poseer propiedades antisépticas promuvene la
alteracion de la morfologia bacteriana a largo plazo posiblemente por estrés
celular inducido por la presencia de fluoruros en la superficie.

Finalmente las graficas de cuantificacion de proteinas nos indicaron
sorpresivamente que al d1 fue mayor la cantidad de proteinas presentes sobre la
superficie, sin embargo disminuyo significativamente la cantidad al d3 en TiOy,
mientras que en Ti se incremento (P<0.05). Posiblemente este comportamiento se

debe a que al inicio la superficie con nanotubos poseen una mayor area superficial
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que Ti, facilita el anclaje de proteinas, sin embargo las propiedades anti-sépticas
no permitieron la proliferacion microbiana, por lo que se redujo la cantidad de
proteinas totales mientras que en Ti se incrementaron, al igual como se averiguo
en las graficas de viabilidad. Finalmente al d5, se encontré6 disminucion
significativa en Ti, llegando a niveles ligeramente mayores que en TiO,, pero sin

ser estadisticamente significantes.
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CAPITULO 6

6.1 CONCLUSIONES, APORTACIONES Y RECOMENDACIONES

6.2 Conclusion general

En este trabajo de investigacion, se evaluaron de manera sistematica
sustratos con estructuras superficiales definidas, con el fin de conocer el papel de
la topografia en la fisiologia celular. La topografia de la superficie influye
profundamente en el comportamiento celular. Utilizando este concepto, el
comportamiento celular puede ser controlado en funcién a la topografia superficial,
e inclusive realizando modificaciones topograficas a nanoescala se puede regular
de manera impactante la interaccion tejido — material, y asi estos materiales
pueden ser utilizados para revolucionar la ingenieria de implante y potenciar la

bioactividad.

6.3 Aportaciones de esta investigacion a la biomedicina

Recientemente la investigacion en nano-estructuras a sido de gran interés
debido al alto grado en la tasa volumen — superficie y a la elevada plasticidad
bioldgica que se induce comparado contra las micro-estructuras.

En esta investigacion se obtuvieron bastantes contribuciones a la
investigacion en el area de innovacion de los biomateriales y ensayo experimental

para nuevas evaluaciones en términos biolégicos de materiales.
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Biomateriales en ortopedia y odontologia --- La manipulacion de las
superficie con nanotubos de TiO, con diametro de 80 nm, promueven
significativamente la adhesion de osteoblastos, su proliferacion, superior
tasa de viabilidad, promueve la morfologia proliferativa asi como una
topografia celular de mayor impacto que en las estructura
micrométricas, y estimulan mayor actividad celular con respecto a las
estructuras-micrométricas.

Aportaciones en artroscopia para regeneracion osteocondral --- La capa
de TiO, sintetizada electroquimicamente en ordenes nanométricos,
puede ser una opcion para la regeneracion del tejido cartilaginoso
(condrocitos) y asi como promover la interaccién tejido — hueso —
cartilago. En este estudio se encontraron mas evidencias para los
nanotubos de TiO2 como una fuerte opcion para aplicaciones
osteocondrales, basados en los estudios de viabilidad, adhesion,
proliferacion, asi como conservacion del fenotipo condrocitico
presentados en este trabajo.

Implicacion, uso y evaluacion de nanotubos de TiO, como innovacion
tecnoldgica en el disefio y elaboracion de stents cardiovasculares ---
Esta investigacion aporta significantes evidencias para el uso de
nanotubos de TiO, para el disefio y fabricacion de stents, estimulando
significativamente le re-endotelizacion, asi como la expresion de
marcadores endoteliales con la finalidad de disminuir el proceso de
restenosis intra-stent y la reduccion de la trombosis tardia que es

ocasionada por los actuales stents incorporados a un sistema liberador
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de anti-proliferativos. Siendo nosotros los primeros en demostrar el
aumento en la proliferacion endotelial en hasta 30 dias de crecimiento,
evidenciando la capacidad de los nanotubos de TiO, con 80 nm de
diametro, para sostener la renovacion y funcionalidad endotelial.

IV. Estimulacion de la inhibicién bacteriana inducida por nanotubos de TiO.-
-- Se presentan evidencias sobre la capacidad de los nanotubos de TiO,
construidos por oxidacion anddica en términos de disminucién de la
colonizacion bacteriana, considerandolo una fuerte opcion como

material resistente a las infecciones asociadas a dispositivos médicos.

6.4 Recomendaciones

Se recomienda la construccion de estrategias experimentales para realizar
futuros estudios in vivo, con la finalidad de evaluar profundamente el efecto de
los nanotubos de TiO, en la regeneracion y biologia tisular, por ejemplo,
estudios preliminares elaborados por nosotros (datos no publicados), sugieren
que el uso de nanotubos de TiO, prometen potenciar la regeneracion oseo-
craneal promoviendo la oseointegracion y la aceleran el proceso de sanacion.
Como se puede observar a lo largo de las discusiones realizadas en el texto de
esta tesis, fue muy concurrente el hacer hincapié en la necesidad de dar
continuidad a los estudios a fin de aplicar otras técnicas, procedimientos y
meétodos, que nos lleven a resultados para fortalecer la comprobacion de
algunas de las hipoétesis planteadas durante el andlisis de los resultados

experimentales.
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