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ABSTRACT OF THE DISSERTATION

Characterization of the osteogenesis process on nanostructured

Ti6Al4V surfaces under In Vitro diabetic conditions.

Titanium (Ti) and its alloys (Ti6Al4V) are exceptional treatments for replacing
or repairing bones and damaged surrounding tissues. Notably, the development of
Ti nanostructured surfaces has grown as a promising strategy to improve the bone-
functional response. Although Ti-based implants exhibit excellent osteoconductive
performance under healthy conditions, the effectiveness and successful clinical
achievement are negatively altered under diabetic disorders. Concernedly, diabetes
mellitus (DM) contributes to osteoblastic dysfunctionality altering the efficient bone-
to-implant integration and subsequent osseointegration. Here, we evaluated the
osteoblasts' bone-forming functional properties by anodized TiO2 nanotubes (NTSs)
on Ti6Al4V under detrimental diabetic conditions. The results showed that diabetic
conditions depressed the initial osteoblasts growing ability, evidenced by altered
early cell adhesion and reduced proliferation. Nonetheless, after three days, the
diabetic conditions were suppressed by the NTs, enhancing the osteoblast activity.
Therefore, the osteogenic markers of bone formation and the differentiation of
osteoblasts were reactivated by the nanostructured surfaces. Far more important,
the collagen secretion and bone-matrix mineralization were stimulated and
conducted to similar levels than those of the control conditions. Our study brings

knowledge for the potential application of hanostructured biomaterials to work as an
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integrative platform under detrimental metabolic status present in diabetic

conditions.



RESUMEN

Caracterizacion del proceso de osteogénesis en superficies de Ti6AlI4V

nanoestructurado bajo condiciones de diabetes In Vitro

El titanio (Ti) y sus aleaciones (Ti6Al4V) son tratamientos excepcionales para
sustituir o reparar huesos y tejidos circundantes dafiados. En particular, el desarrollo
de superficies nanoestructuradas de Ti6Al4V se ha convertido en una estrategia
prometedora para mejorar la respuesta funcional del hueso. Aunque los implantes
basados en el Ti6Al4V presentan un excelente rendimiento osteoconductor en
condiciones de salud, la eficacia y el éxito clinico se ven alterados negativamente
en los trastornos diabéticos. Es preocupante el grado de disfuncionalidad
osteoblastica que contribuye la diabetes mellitus (DM), alterando la eficiente
integracion hueso-implante y la subsiguiente osteointegracion. En este trabajo, se
evaluo las propiedades funcionales de formacion de hueso de los osteoblastos
conducidos por nanotubos de TiO2 (NTs) anodizados sobre Ti6Al4V bajo
perjudiciales condiciones diabéticas. Los resultados mostraron que las condiciones
diabéticas deprimieron la capacidad inicial de crecimiento de los osteoblastos,
evidenciada por la alteracion de la adhesion celular temprana y la reduccion de la
proliferacion. Sin embargo, al cabo de tres dias, las condiciones diabéticas fueron
suprimidas por los NTs, aumentando la actividad de los osteoblastos. Los
marcadores osteogénicos de formacidn ésea y la diferenciaciéon de los osteoblastos

fueron reactivados por las superficies nanoestructuradas Ademas, la secrecion de
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colageno y la mineralizacién de la matriz 6sea fueron estimuladas y conducidas a
niveles similares a los de las condiciones de control. Este estudio aporta
conocimientos para la potencial aplicacion de biomateriales nanoestructurados
como una plataforma integral para su manejo bajo el estado metabdlico perjudicial

presente en las condiciones diabéticas.
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INTRODUCCION
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1.1 Introduccion

La salud bucodental es un estado que debe mantenerse en equilibrio, siendo
complicado en algunos casos, esto debido a conceptos erréneos de estilo de vida
del ser humano (dieta e higiene bucal inadecuada), temor a las maniobras dentales
[1], asi como al acceso restringido a los servicios de salud odontologicos, la falta de
cultura de la poblacién en cuanto al cuidado de la boca y los altos costos que la
atencién odontolégica representa, entre otros [2]. Las enfermedades orales son
progresivas y acumulativas, secuela que conlleva al edentulismo que se define
como la ausencia total o parcial de piezas dentales, las cuales no se sustituiran de
forma natural [3] (Fig. 1). En consecuencia, haciéndose mas complejas al paso del
tiempo, afectando la funcionalidad y estética de la boca. Las dificultades derivadas
del edentulismo parcial o completo comprenden la insuficiencia masticatoria, el
desequilibrio oclusal, los trastornos de la articulacién temporomandibular (ATM) y

un mayor deterioro de la cresta 6sea [4, 5].

Figura 1 Edentulismo a) Vista intraoral de un maxilar reabsorbido edéntulo. b) Vista

intraoral de una cresta mandibular edéntula reabsorbida y atréfica. [6]
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Con el incremento en la probleméatica en personas que por alguna de las
afecciones antes mencionadas se vieron expuestos a la pérdida dental, se ven en
la necesidad de buscar una alternativa para solucionar su problema. Se ha visto en
las investigaciones recientes que los tratamientos Optimos para ese tipo de casos
son los implantes tanto dentales como ortopédicos, es ahi donde sobresale la
importancia de contar con un material que cuente con un 6ptimo rendimiento de
biocompatibilidad para inducir la osteogénesis y mantener su efectividad durante un
periodo deseado. Ademas de las afecciones a la cavidad bucodental, se han
identificado factores locales y sistémicos que pueden contribuir al rapido fracaso de
los implantes afectando la osteointegracion, la cantidad y calidad del hueso, tejidos
circundantes y la biomecénica, entre otros [7-10]. Dentro de los factores sistémicos
se han estudiado numerosas enfermedades que afectan o alteran los mecanismos
de cicatrizacibn y sanado, asi como la remodelacion 6sea, ya que estas
enfermedades deben ser tratadas con medicacion u otras terapias que podrian
afectar los tejidos circundantes a los implantes y el proceso de osteogénesis [8, 11-

13], dentro de las que destaca la Diabetes Mellitus (DM), [12, 13].

Hasta ahora, la DM es una de las enfermedades sistémicas mas criticas que
comprometen negativamente la adecuada integracion 6sea al implante y la posterior
cicatrizacion necesaria para la restauracion efectiva de los tejidos [14, 15]. La DM
ha sido descrita como un grupo de trastornos metabdlicos caracterizados por la
hiperglucemia causada por defectos en la secrecion de insulina, en la accion de la
insulina o0 en ambas [12]. Ademas, la DM tipo 2 se define como un sindrome no

insulinodependiente que incluye resistencia celular a la accion de la insulina o
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secrecion deficiente de la misma [16]. Asimismo, la DM esta fuertemente asociada
a la periodontitis, al aumento de la movilidad dental, al retraso en la cicatrizacion de
las heridas, a un alto riesgo de infecciones (Periimplantitis) [17-19] y, lo que es mas
grave, a alteraciones del metabolismo 6seo [20-23], ya que un control glucémico
deficiente aumenta la liberacion de metabolitos téxicos. Son preocupantes las
tendencias actuales que indican que la DM de tipo 2 representa ~ 85-90% de los
pacientes diagnosticados que requeriran la aplicacion de dispositivos implantables
[14, 16, 24]. Sin embargo, la DM compromete la osteointegracion de los implantes,
lo que resulta en tasas de fracaso mucho mas altas que varian del 10% al 20% en
pacientes diabéticos con hiperglucemia que la del 1% - 3% en pacientes sanos [13,
16]. Se estima que el mayor nimero de personas con DM es el del tipo 2 entre los
40 y 60 afios de edad [25, 26], por lo que destaca la necesidad actual de
biomateriales metélicos innovadores que puedan hacer frente a estos retos de clase

mundial.

ElTiy el TiBAI4V se han utilizado con éxito en la odontologia y en la ortopedia
durante muchos afios. Estos materiales se han convertido en la principal eleccion
para la fabricacion de implantes dentales, ya que son la mejor opcion para la
sustitucion a largo plazo de tejidos duros debido a las favorables caracteristicas

fisicoguimicas, mecanicas y de su biocompatibilidad [27].

Varios estudios clinicos y preclinicos han llegado a la conclusion de que el
microambiente simulado con suero diabético puede provocar una mala
regeneracion de los osteoblastos, una disminucion de la sintesis de colageno y una

calcificacion inadecuada de la matriz extracelular [22, 28, 29]. Es interesante que
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las proteinas glicosiladas elevadas, la autoxidacion de la glucosa debido a los
mayores niveles de O2- [30], factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) [21, 31] y la
sobreproduccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) caracterizan el entorno
oxidativo del suero sanguineo de los pacientes diabéticos [32]. Del mismo modo, la
expresion de citoquinas proinflamatorias y el estrés oxidativo mitocondrial se han
perfilado como factores constitutivos de dafio celular en condiciones diabéticas que

conducen al fracaso del implante, (Fig. 2) [33, 34].

Factores ae /a diabetes

Infecciop bacrer/'ana

Encia sana

Peri-implantitis

@ Osteoblasto ¥ Bacteria

#%) osteoclasto

Figura 2 Efecto de la diabetes mellitus en el fracaso de los implantes dentales. (A)
llustracion y una imagen periapical intraoral (IOPA) representativa de un paciente diabético
al que se le habia colocado un implante. Se tomé inmediatamente después de la colocacion
quirargica de un implante dental. (B) llustracion y una IOPA de seguimiento que muestra el

fracaso del implante dental debido a una infeccion [35].
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Mucho mas importante es el impacto negativo de estos componentes
bioguimicos y moleculares en el proceso de osteointegracién. En consecuencia,
perjudican la correcta viabilidad y funcionalidad de los osteoblastos para el rapido
restablecimiento y consecutiva sanaciéon del implante [21, 36]. De ahi que sea
necesario desarrollar estrategias terapéuticas complementarias, como la
introduccion de materiales implantables con superficies activas mejoradas. Por lo
tanto, esta informacion esencial plantea la hipotesis de que los NTs pueden
estimular la funcionalidad de crecimiento de los osteoblastos en condiciones de
diabetes, informacién que sugiere la importante necesidad de sintetizar y manejar

este tipo de superficies.

En un estudio anterior, Jiang et al. sugirieron que las superficies de Ti
comercialmente puro (Cp-Ti) arenadas/grabadas con acido y anodizadas mejoraban
la expresion osteogénica y la proliferacion de MC3T3-E1 utilizando niveles altos de
glucosa (25,5 mM) como condiciones de DM [37]. Sin embargo, estas interesantes
investigaciones estan limitadas por el uso de la glucosa como estimulo de la DM, a
pesar de que el entorno de la DM implica sustancias mas complejas y perjudiciales

gue componen el suero de la DM.

Teniendo en cuenta la informacion mencionada anteriormente y dada la
urgencia de nuevos biomateriales metalicos que respalden la DM, el presente
estudio evalla las propiedades beneficiosas de Ti6Al4V configurado con NTs de
~70 nm en la funcionalidad de crecimiento de osteoblastos utilizando suero de DM
humano para simular el entorno de DM. Nuestros actuales resultados brindan el

conocimiento en el disefio de superficies regenerativas estimulantes para
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aplicaciones de la ingenieria de tejidos en la DM clinica y subrayan parte del

mecanismo de las superficies nanoestructuradas.
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1.2 Objetivo general

Caracterizar Nanotubos de TiO:2 sintetizados por anodizado en Ti6Al4V para
promover propiedades osteogénicas en condiciones diabéticas para aplicaciones

en regeneracion osea.

1.3 Objetivos especificos

1. Preparar mecanicamente las muestras de Ti6Al4V para sintetizar y

obtener nanotubos de TiO2 por oxidacion anddica.

2. Analizar la adhesion y proliferacion de osteoblastos sobre las

superficies con nanotubos TiOx>.

3. Tomar muestras sanguineas de pacientes diabéticos y cuantificar los
niveles de metabolitos en las muestras sanguineas asociados al

diagnéstico de diabetes mellitus.

4. Obtener suero proveniente de pacientes diabéticos y analizar el
comportamiento de osteoblastos sembrados con medio de cultivo

suplementado con suero diabético.
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Cultivar osteoblastos con suero en condiciones diabéticas sobre

andamios de Ti6Al4V con nanotubos de TiOa.

Caracterizar la morfologia celular de osteoblastos utilizando técnicas

microscopicas.

Evaluar analiticamente la expresion de marcadores 06seos por

inmunofluorescencia.

Determinar analiticamente la funcionalidad osteoblastica.
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CAPITULO 2

MARCO TEORICO

30



2.1 Antecedentes de los implantes de titanio

En las Ultimas décadas, la demanda mundial de implantes dentales y
ortopédicos ha crecido de forma constante, alcanzando aproximadamente 45.500
millones de délares de ventas [38]. Branemark [39] descubrié que el titanio podia
incorporarse permanentemente al hueso e introdujo el término "osteointegracion”,
gue describe la fijacion estable del titanio a los tejidos 0seos [40, 41]. Considerando
dicho proceso aplicé el primer implante dental de titanio exitosamente en una
mandibula humana en la década de 1960. Desde entonces, se ha continuado el
estudio detallado y el desarrollo de los implantes dentales y ortopédicos. El
seguimiento a largo plazo de los diferentes tipos de implantes en pacientes ha sido
adecuadamente reportado [42-44]. El disefio del implante dental y su topografia son
algunos de los factores vitales que influyen en su proceso de osteointegracion
temprana. Desde la década de 1970, las formas de los implantes dentales se han
transformado de conexiones hexagonales a conicas y suelen disefiarse con

superficies de titanio rugosas [42, 45].
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2.2 Tiy sus aleaciones en aplicaciones biomédicas

Los implantes ortopédicos y dentales se han utilizado con éxito durante
décadas para sustituir o reparar huesos, articulaciones y dientes dafiados,
devolviendo asi la funcién al paciente tras una enfermedad o lesién [9]. Sin
embargo, muchos biomateriales clinicos han mostrado una funcionalidad limitada
bajo enfermedades locales y sistémicas [7]. Es importante destacar que se han
descrito extensas afecciones clinicas que desafian el rendimiento satisfactorio de
los implantes metélicos en términos de osteointegracion efectiva, regeneracion de

la cantidad y calidad del hueso, y la biomecanica [8, 11].

El Cp-Ti y sus aleaciones (por ejemplo, Ti6AI4V) han sido ampliamente
seleccionados como la principal opcion de dispositivos metélicos implantables para

aplicaciones biomédicas, ortopédicas y dentales [27, 46, 47] (Fig. 3).

Hueso
esponjoso e
' — Hueso ﬂ’,w*“
compacto Tornillo
Dental

Tomillo 6seo Articulacion de

k_/ —— Periostio Placa Hilos K

Figura 3 a) llustracion de la estructura 6sea, b) diferentes formas de implantes de

Ti. [48].
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Estos materiales se han convertido en la eleccidon para la fabricacién de
implantes, ya que son la mejor opcion para la sustitucién a largo plazo de tejidos
duros debido a las favorables caracteristicas fisicoquimicas y de su
biocompatibilidad con el medio bucal [49, 50]. Hablando en concreto se describe al
Ti6AI4V como la principal aleacién que se utiliza en aplicaciones biomédicas, por
sus caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas como es la baja densidad, baja
elasticidad, alta biocompatibilidad, excelente resistencia a la corrosién, resistencia
mecanica, estabilidad quimica, asi como su exitosa integracion al hueso circundante
es decir, la osteogénesis [46, 49]. En este sentido, la aleacion Ti6Al4V ofrece una
buena resistencia a la corrosion y a la fatiga, un modulo elastico bajo (cercano a los
del hueso) y propiedades mecénicas favorables que el Cp-Ti [51]. Ademas, el
Ti6Al4V ofrece una biocompatibilidad, osteointegracién, osteoconductividad,
contacto hueso-implante y tasa de éxito a largo plazo aceptables, principalmente en
pacientes sin ninguna enfermedad metabdlica [52, 53]. Asi mismo, la
humectabilidad de las superficies de los implantes de titanio afecta al
comportamiento celular en la fase inicial de osteointegracion [44, 54, 55]. Teniendo
en cuenta la interaccién de los fluidos, las células y los tejidos del cuerpo humano
con la superficie del implante, las superficies hidrofilicas (el &ngulo de contacto con
el agua oscila entre 40° y 70°) son mas adecuadas que las superficies hidrofobicas

[44].

Considerando como un importante modelo de interés por su invaluable
requerimiento clinico, surge la necesidad de realizar modificaciones en las

superficies de aleaciones como es el caso del Ti6AI4V [49, 56].
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2.3 Nanotopografias y osteogénesis

Se ha descrito ampliamente que los parametros fisicoquimicos de los
biomateriales metéalicos, como la topografia, la humectabilidad, la quimica y la
morfologia de la superficie, representan un papel fundamental en el control de la
funcionalidad celular. Las tendencias actuales apuntan a que los materiales
nanoestructurados mejoran las propiedades fisicoquimicas, ofreciendo asi una
plataforma versatil para potenciar el crecimiento celular seguido de la restauracion

de los tejidos [52].

La nanociencia y la nanotecnologia nos han dado la posibilidad de mejorar
las propiedades bioldgicas del Ti mediante la fabricacion de nanoestructuras en la
superficie. Asimismo, las nanoestructuras han sido de gran tendencia, debido a su
elevada relacién volumen/superficie y el mayor grado de flexibilidad biologica en
comparacion con las microestructuras, se ha demostrado que las células reaccionan
favorablemente in vitro a los cambios en la morfologia celular, la orientacion, la
organizacion del citoesqueleto, la proliferacién, la expresion génica y la sefializacion

[56].

Un método que puede crear nanoestructuras controlables en la superficie del
Ti6Al4V es la oxidacién anddica. La oxidacion anddica es un método electroquimico
facilmente implementado para producir superficies nanoestructuradas uniformes y
controlables, ademéas es una técnica econdmica, simple, versatil y escalable a

niveles industriales [57, 58]. Destacando esta interesante técnica de modificacion
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superficial, se detalla que el método de oxidacién anddica se produce a través de
un catodo y anodo. Que mediante la aplicacién de potenciales especificos en el
metal o aleacidn inmerso en soluciones de electrolito conteniendo iones a
concentraciones controladas se formara la capa de 6xido sobre la superficie del

implante (Fig. 4) [59, 60].

El anodizado posibilita la creacion de una capa gruesa, espesa y altamente
ordenada de oOxido de titanio (TiOz), formada en la superficie de los materiales, y
gue en funcién a la composicion de los electrolitos y los parametros electroquimicos
gue se manejen puede dar origen a los nanotubos de TiO2 (NTs) [58]. Las
superficies nanoestructuradas, como los NTs de 70-100 nm de diametro, se
describen como una estrategia de primera linea para promover una funcionalidad
osteoblastica favorable, una proliferacion rapida, una expresion osteogénica y una

maduracion 6sea que no brindan las contrapartes no modificadas [52, 61, 62].

NTs

_— Anodizado
Ti6Al4V
———»

Figura 4 llustracion del proceso de sintesis de NTs en Ti6Al4V.
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2.4 Antecedentes de la Diabetes Mellitus

La palabra <<Diabetes>> proviene del griego diabétes que a su vez se deriva
de dia- (‘a través de’) y baino (‘andar’, ‘pasar’...). En patologia empez0 a usarse en
el siglo I d. de C. por Areteo de Capadocia, que emplea <<Diabetes>> en el sentido
etimoldgico de ‘transito o paso’ para referirse a la excesiva eliminacion de orina, que
a su vez, fue el primer sintoma conocido de la enfermedad. El termino Diabetes
Mellitus fue acufiado por el medico inglés Thomas Willis en 1674, y aludia al color
amarillento de la orina como miel disuelta en una gran proporcion de agua y mas o

menos dulce al paladar [63, 64].

2.5 Epidemiologia de la enfermedad

La diabetes mellitus es un trastorno metabdlico cronico que produce niveles
elevados de glucosa en plasma debido a un defecto en la secrecion de insulina, en
la accion de la insulina 0 en ambos [12]. La insulina es una hormona indispensable
gue se produce en el pancreas. Permite que la glucosa del torrente circulatorio
ingrese en las células del cuerpo, donde se convierte en energia. Ademas, es
fundamental para el metabolismo de las proteinas y las grasas. La falta de insulina

o la incapacidad de las células para responder a ella deriva en altos niveles de
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glucosa en sangre (hiperglucemia), el cual es un indicador clinico de la diabetes

(Fig. 5) [65, 66].
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Figura 5 Criterios de diagnéstico modificados para diabetes [65].

La DM es una enfermedad pandémica con una tasa de crecimiento alarmante
[67]. En las estadisticas publicadas recientemente (2019) sobre la carga planetaria
de la DM por la Federacion Internacional de Diabetes (FID), hay unos 463 millones

de adultos que viven con diabetes, y se estima que esta cifra aumentara a 700
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millones en 2045 [65]. Estas cifras crecientes se traducen en un aumento de la tasa
de mortalidad, una disminucion de la calidad de vida y una enorme carga econémica

para el individuo [66].

La mayoria de los casos se pueden categorizar ampliamente en dos grupos:

v Diabetes mellitus tipo 1 (DM1) surge debido a la destruccién de las
células de los islotes en el pancreas (a menudo por una condicion
autoinmune) que resulta en una deficiencia absoluta de secrecién de
insulina.

v' Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) se caracteriza por la hiperinsulinemia
como mecanismo compensatorio del aumento de la resistencia tisular
a la insulina. La sobreactivacion de las células de los islotes puede
provocar una insuficiencia pancreética, como se observa en la etapa

tardia de la DM2 [16].

2.6 Manifestacion de la enfermedad

Se considera que la hiperglucemia es su principal manifestacién debido a la
insuficiencia completa en la produccién o incapacidad funcional de la insulina [68].
Los niveles de glucemia mal gestionados y cronicamente aumentados potencian

numerosas complicaciones vasculares que afectan a los vasos sanguineos
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pequefios y grandes, los cueles suelen denominarse complicaciones
microvasculares y macrovasculares [69]. La DM est4 relacionada con factores de
riesgo variables por la persona, tales como: Obesidad o sobrepeso, inactividad
fisica, malos habitos de higiene bucal y regimenes alimentarios hipercaléricos de

bajo valor nutricional [26].

Los sintomas clasicos son polidipsia, poliuria y polifagia, los cuales a menudo
estan acompafiados por fatiga crénica y pérdida de peso. Las complicaciones de la
diabetes mellitus incluyen retinopatia, nefropatia, neuropatia y enfermedades
cardiovasculares [16, 70]. La cavidad oral también puede verse comprometida bajo
la influencia de la DM. Entre las diversas manifestaciones, la periodontitis se ha
establecido como la sexta complicacidon mas comun de la DM [71] lo que finalmente
conduce a la pérdida de dientes. Dentro de las alteraciones bucodentales mas
relevantes de la diabetes, se perciben signos como la xerostomia, candidiasis oral
por hongos de tipo crénica o intensa, ardor de la lengua, caries extensas, abscesos
multiples y recurrentes, gingivitis, periodontitis de progresion rapida, aftas, glositis
romboidal media, aumento de glandulas salivales, Ulceras orales persistentes,

liquen plano, alveolitis seca postextraccion, cicatrizacion retardada o cirugia [72].
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2.7 Tratamiento de la enfermedad desde el aspecto bucal

El papel del odontélogo es fundamental para detectar a pacientes con

diabetes no diagnosticada o mal controlada. Una vez reconocida la enfermedad con

base en el interrogatorio, la observacién de signos, sintomas y en una prueba de

deteccién de glucosa sanguinea, el odontélogo debe remitir al paciente a un médico

[73]. Se considera crucial un buen control glucémico para iniciarse el tratamiento.

Es de suma importancia educar al paciente sobre la severidad de la afeccién DM y

adoptar e incorporar un estricto habito para sensibilizar al paciente del autocuidado

de la higiene bucodental, misma que repercutira en su salud en general.

A continuacioén se enlistan recomendaciones de tratamiento:

v

Fase higiénica: instrucciones del método correcto de higiene bucal,
tratamiento periodontal eficaz para tener éxito y mantener la salud de
los tejidos periimplantarios [74].

Rehabilitacion prostodontica.

Visitas de control periédico cada 3 a 6 meses [73].

Para mejorar la eficacia del tratamiento y reducir las complicaciones
posoperatorias, se recomienda una terapia de apoyo que consiste en

antibioticos profilacticos y enjuague bucal con clorhexidina [17].
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

41



3.1 Preparacion de superficies de Ti6Al4V

Para la experimentacion se utilizaron discos de la aleacion Ti6Al4V (ASTM
F-136, Supra Alloys Inc., Camarillo, CA, EE.UU.) de 12 mm de diametro y 2 mm de
grosor los cuales siguiendo un procedimiento metalografico (ASTM E3-11), se
desbastaron mecanicamente comenzando por la superficie de un disco de Ti6Al4V
en una sola direccion bajo un flujo de agua constante e iniciando con una hoja de

papel esmeril SiC (grano 100-2000) (Figura 6 a).

Posteriormente, se procedio a pulir con alimina de 0.05-um hasta obtener un
acabado a espejo, (Figura 6 b). Una vez que el proceso de pulido mecanico fue
completado, de acuerdo al estAndar ASTM G1-81, los especimenes fueron lavados
en un bafio ultrasénico (Modelo Branson Mo, EE.UU) con acetona, etanol y
posteriormente con agua destilada durante 20 minutos a 200 W, con el objetivo de
eliminar cualquier residuo de suciedad, particulas organicas o grasas que pudieran

contaminar la superficie del espécimen.

Finalmente, se dejaron secar los discos en desecador a temperatura

ambiente durante 12 h.
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Figura 6 a) Desbaste mecéanico de Ti6Al4V siguiendo las indicaciones de la norma

ASTM E3-11. b) Muestras en acabado a espejo.

3.2 Sintesis de nanotubos de TiO2 en Ti6Al4V

Para la fabricacion de NTs homogéneos y reproducibles de 80 nm de
diametro, utilizamos un protocolo previamente establecido [60, 61]. A continuacién,
una vez que los especimenes de Ti6Al4V estan preparados y pulidos, el espécimen
es colocado en el interior de una celda electroquimica especial de 125 mL (Figura
7 a) sobre la placa de aluminio que actia como soporte la cual se conecta a la
terminal positiva de la fuente de alimentacion DC (anodo) y la terminal negativa a la
malla de platino como contraelectrodo. A continuacion, se anodizaron utilizando una
solucion electrolitica preparada con Microdacyn 60 (Oculus Technologies,
Guadalajara, JAL, MEX), complementada con 10 mg/L de NHF4 (Sigma-Aldrich,
USA) y 100 mg/L de NaCl (Sigma-Aldrich, USA) a pH 6.8. Se aplic6 un potencial de

20 V por 5 minutos a temperatura ambiente (TA), (Figura 7 b). Finalmente las
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muestras anodizadas se limpiaron durante 20 min bajo sonicacion con agua
destilada para eliminar residuos de sales de fluor, se enjuagaron con alcohol
isopropilico y se secaron en un desecador por 12 h. Es importante destacar que
todas las muestras experimentales se esterilizaron mediante irradiacién UV (fuente
de luz UV de 285 nm) durante 30 min por cada lado dentro de una cabina de

bioseguridad de clase II.

b . _ A
a | 70 9@ ®
& - . ‘
DoOoe®
BEY L X

Figura 7 a) Celda electroquimica [60]. b) Vista superior de las muestras con

nanotubos de TiO,, descritos aqui como NTSs.
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3.3 Caracterizacion de la superficie de las muestras experimentales

La superficie y la morfologia transversal de las muestras experimentales se
caracterizaron mediante microscopia electronica de barrido de emisién de campo
(FE-SEM; Tescan LYRA 3, Brno, Republica Checa), tomando imagenes a un voltaje
de aceleracion de 20 kV, y el diametro de los tubos se midié utilizando los analisis
de vista superior [75]. La composicién quimica de las superficies del material se
evalu6 mediante espectroscopia de rayos X por dispersion de energia (EDX)
(Tescan LYRA 3, Brno, Republica Checa) utilizando un detector acoplado al FE-

SEM.

3.4 Criterios de seleccion de pacientes donantes para el modelo de

estudio
Seleccion de los — "y Toma de muestra Tubo para ser
donadores Criterios de seleccidn A T
+ -
o 2 mujeres con DM # Rango de edad 40-60 \ »
tipo 2 afios \
» 1 hombre sano = Analisis bioguimicos

previos

Figura 8 Disefio de estudio.
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Se seleccionaron tres donantes voluntarios previo consentimiento informado

oral y escrito, de los cuales se eligieron dos mujeres diagnosticadas con Diabetes

Mellitus tipo 2 descritos aqui como (SD1, y SD2) y un hombre sano sin evidencia de

DM descrito aqui como (SH). Se establecio la cantidad de 25 mL de muestra

sanguinea por cada donador, correspondiente a 5 tubos de serologia, sin

anticoagulante con gel separador. Los donantes cumplieron con las siguientes

condiciones: rango de edad de 40 a 60 afos, analisis bioquimicos previos, ayuno

de 12 horas (Tabla 1).

Tabla 1 Datos de los donadores voluntarios.

Paciente Sexo Edad Padecimiento Glucosa
Diabetes
SD1 F 40 Mellitus tipo 2 143 mg/dl
anos
Diabetes
SD2 F 60 Mellitus tipo 2 134 mg/di
afnos
SH M 95 Sano 96.4 mg/dl

anos

Colesterol Triglicéridos

209.10 mg/dI 184 mg/dl
207 mg/di 170.2 mg/dl
134.8 mg/dl 183.7 mg/dl

3.5 Obtencién de muestras sanguineas de los donantes

Presion Arterial

130/80 mmHg

110/70 mmHg

140/80 mmHg

Con anterioridad a la venopuncion se realizo la preparacion del material para

la extraccion sanguinea. Se preparé el siguiente material: Sistema de extraccion
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VACUETTE: consta de aguja multimuestro para extraccion, asi como porta tubos y
tubos de extraccién de serologia, sin anticoagulante con gel separador, guantes
estériles y desechables, algoddn estéril, solucion desinfectante o alcohol, apésitos,
torniquete, contenedor de desecho y etiqueta identificativa del paciente con los

datos de cédigo y fecha de la extraccion (Figura 9 a).

A continuacion se le pidié al paciente se colocara en posicién estable
(sentado) 15 min antes de la extraccion. Posteriormente se le colocé el torniquete
de goma algunos centimetros por encima del lugar de la puncién. Se le pidio al
paciente que apriete el pufio durante 1 min lo que provoco un éxtasis venoso. Se
eligié una vena apropiada para la puncion. Con el dedo indice de la mano izquierda,
se palpo el brazo del donador hasta encontrar la mejor vena. Enseguida se
desinfect6 la zona de puncion con alcohol al 70 % y no se volvio a tocar dicha zona.
Se coloco la aguja de manera tal en que apuntaba en la misma direccién que la
vena. La sangre comenzo a penetrar en el tubo. Tan pronto la aguja entro en la vena
se aflojo el torniquete y se retird la aguja. Posteriormente se coloc6 una torunda de
algoddn sobre el sitio de la puncion y se le pidié al donador se comprimiera con los

dedos de la otra mano o se flexionara el codo, (Figura 9 b).
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Figura9a) Material para la extraccion sanguinea. b) Se muestra el

procedimiento de venopuncion y la muestra sanguinea obtenida.
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3.6 Recolecciéon del suero humano en condiciones diabéticas.

Tubo con muestra @ Centri Separacion del
entrifugado :
sanguinea para ser g suero y alicuotado
procesado
> Suero 3
I — “
@ Linfocitos [ ]_\
- ) | =
S ' 3 r .
w Eritrocitos »
> . ; -

Almacenamiento m
a largo plazo ‘

-80 °C

Figura 10 Disefio de estudio de la recoleccibn de suero humano en

condiciones diabéticas.

Prosiguiendo inmediatamente tras la extraccion de la muestra sanguinea,
dichas muestras fueron colocadas en un contenedor de transporte a una
temperatura de 4 °C evitando la exposicién directa a la luz solar esto con el fin de
garantizar el transporte seguro. Enseguida estando en el laboratorio se proceso la

muestra en un tiempo no superior a 45 min, permitiendo que la sangre se coagulara
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a temperatura ambiente. Posteriormente los tubos conteniendo la muestra
sanguinea fueron centrifugados a 3000 g durante 15 min a 4 °C, esta velocidad,
tiempo y temperatura de centrifugacién reduce la contaminacion con plaquetas.
Posterior a la centrifugacion, se proceso la muestra en campana de bioseguridad
de clase Il estéril en la cual se aspiré cuidadosamente el sobrenadante (suero
sanguineo) contenido en la parte superior del tubo centrifugado, con ayuda de una
pipeta seroldgica estéril. Dicho suero fue alicuotado y colocado en un tubo de punta
conica Eppendorf de 15 mL debidamente etiquetado e identificado (Figura 11).
Seguidamente se almaceno en un congelador de -80 °C (almacenamiento a largo

plazo).

eppa-do'f:..

t;eqﬁi!ugc 5810R

Figura 11 Se muestra el procedimiento para la recoleccion de suero en condiciones

diabéticas.
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3.7 Evaluacién biolégica

3.7.1 Cultivos celulares

® ®

Confluencia celular Expansion celular en 3
80% cajas T-25

MC3T3-E1
@ Centrifugado para Siembra en Cambio de medio cada 3 dias por
Tripsinizacién celular  obtener pellet celular materiales NTs medio suplementado con sueros

humanos

TicAl4V .
Nanoestructurade

Figura 12 Se muestra el disefio de estudio de la evaluacion biologica.
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Para la realizacién de este estudio, se utilizO6 como modelo celular para la
evaluacion de los materiales la linea celular de preosteoblastos MC3T3-E1,
osteoblastos de calvaria de ratén (C57BL/6, Sigma-Aldrich, USA), la cual se cultivo
en medio a-minimum essential medium (aMEM; Gibco-Invitrogen), suplementado
con un 10% de suero bovino fetal (SBF; Gibco- Invitrogen) y 1 % de penicilina-
estreptomicina (Gibco-Invitrogen). Las células se cultivaron a 37 °C en una
atmosfera humidificada al 5% de CO:2 hasta alcanzar una confluencia del 80%, el

medio se cambid cada 2-3 dias por medio de cultivo suplementado nuevo.

Una vez alcanzada la confluencia, se expandieron los osteoblastos MC3T3-
E1, se despegaron las células y se sembraron 100,000 células/mL en tres cajas T-

25 (Corning, Tewksbury MA, USA), conforme al siguiente procedimiento (Fig. 13):

v Se retir6 el medio de cultivo de las células con ayuda de un pipeteador

automatico y pipeta serologica.

v' Se realizaron 2 lavados agregando 3 mL de PBS 1X pH 7.3 durante 5
min cada uno, enseguida se retird el PBS con ayuda de pipeta

seroldgica.

v Se afiadieron 2 mL de tripsina/EDTA 0.25 % (Gibco-Invitrogen, USA)

y se incub6 a 37°C durante 5 min para despegar las células

adherentes del sustrato de cultivo.
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v' Con la ayuda de una pipeta serolégica se agregaron 4 mL de medio
aMEM (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, Ca, USA), y se retird

la solucion para transferirse a un tubo de fondo cénico de 15 mL.

v' Se centrifugo a 1200 rpm durante 10 min para formar un pellet celular

al fondo del tubo cénico.

v' Con ayuda de un pipeteador automatico y una pipeta serolégica se
retir6 el sobrenadante del tubo de fondo conico, teniendo cuidado de
no tocar el pellet celular. Este pellet celular se resuspendié con 4 mL
de medio aMEM, suplementado con SBF al 10% y con 1 % de

penicilina-estreptomicina.

El medio de cultivo se cambido cada 2-3 dias por medio de cultivo

suplementado nuevo.
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Figura 13 Linea celular MC3T3-E1, osteoblastos de calvaria de raton. a) Pellet
celular al fondo de tubo cénico, obtenido de un centrifugado a 1200 rpm por 10 min b)
Siembra de células en cajas T-25 (Corning), con 4 mL de medio. c) Osteoblastos sub-
confluentes en pasaje 1. d) Cambio de medio cada tercer dia por medio suplementado

nuevo.

Para evaluar la proliferacion celular, la citotoxicidad y la morfologia, cada
muestra experimental se coloc6 en un pozo individual de una caja de poliestireno
de 12 pozos (Corning, NY, EE.UU.). A continuacién, las células se tripsinizaron y se
sembraron en las muestras utilizando 1 mL de medio con una concentracion de
1x10* células/cm? durante 24 h. Después, se cambié el medio por otro medio

suplementado con 5% de SH (como control humano), 5% de SD de cada paciente
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con DM o 5% de SBF como control positivo de crecimiento osteoblastico.
Finalmente, el medio se cambi6 cada 3 dias o después de completar los ensayos

requeridos.

3.7.2 Proliferacion y viabilidad celular

La actividad metabdlica de las células se evalu6é con el ensayo de bromuro
de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio (MTT). Al cumplirse cada uno de los
tiempos de incubacion 1, 3, 5y 7 dias, se les retiro el medio de cultivo a los pozos,
se enjuagaron tres veces con PBS 1x y se transfirieron las muestras a analizarse a
una caja nueva de 12 pocillos. Se afiadiéo 1 mL de MTT (Sigma-Aldrich, EE.UU.) en
a-MEM (5 mg/mL) en cada pocillo y se incubé a 37 °C en una incubadora
humidificada al 5% de CO:2 durante 3 h. Al término de este tiempo se removio el
medio que contenia MTT, a continuacién la placa de 12 pocillos se transfirié a un
agitador orbital a 200 rpm, 37 °C con 500 pL de dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-
Aldrich, EE.UU.) durante 20 min para disolver los cristales de formazan resultantes.
Después, se depositaron 100 pl de los cristales disueltos en una placa de
poliestireno de 96 pocillos (Corning, EE.UU.), y se midi6 la densidad 6ptica (O.D) a
490 nm utilizando un lector de microplacas (Thermoskan, Thermo Fisher Scientific,

EE.UU.). Este procedimiento se realizé tres veces por triplicado.
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3.7.3 Caracterizacion de los osteoblastos por analisis de FE-SEM

Para evaluar los cambios morfolégicos de las células MC3T3-E1 sembradas
en los materiales experimentales, se llevé a cabo un andlisis de FE-SEM segun lo
descrito por otros autores [76]. Después de 4 h, 24 h y 21 dias de incubacién, las
células cultivadas en las muestras fueron enjuagadas tres veces con PBS 1x
durante 5 min y se fijaron en glutaraldehido al 2,5% p/v (Sigma-Adrich, EE.UU.)
combinado con cacodilato de sodio 0,1 M (Sigma-Adrich, EE.UU.) a 4 °C durante
toda la noche. Enseguida se lavaron tres veces durante 5 min en tampon de
cacodilato de sodio 0,1 M y se posfijaron con glutaraldehido al 2,5% durante 2 h a
TA. Las células se deshidrataron con soluciones seriadas de etanol (25%, 50%,
70% y 100%) durante 15 min en cada concentracion. Por ultimo, las muestras se
recubrieron con oro (capa de oro de 10 nm) durante 8 s y se observaron a una

tension de aceleracion de 5 kV utilizando el FE-SEM.

3.7.4 Diferenciacion de osteoblastos

En el ensayo de diferenciacion de osteoblastos, las células MC3T3-E1 se

sembraron en las muestras a una densidad de 1x10* células/cm? y se cultivaron
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durante 5 dias en el medio de cultivo completo. Posteriormente, en el dia 5, el medio
se cambid por un medio osteogénico (a-MEM con 5 mmol/L de B-glicerofosfato, 1
nmol/L de dexametasona y 100 pg/mL de &cido ascorbico, Sigma-Adrich, EE.UU.)
complementado en alicuotas separadas con SBF, SD1, SD2 y SH. Cada condicién
de cultivo se mantuvo cambiando el medio correspondiente dos veces por semana,

hasta llegar a cada periodo de evaluacion.

3.7.5 Evaluacion de la mineralizacion

La mineralizacion de la matriz 6sea se determind mediante el ensayo de
tincion con Rojo de Alizarina S (ARS, Sigma-Adrich, EE.UU.) para detectar las
deposiciones de nodulos de calcio de los osteoblastos cultivados en las superficies.
A continuacion, posterior a la induccion osteogénica durante 7, 14 y 21 dias, las
muestras se lavaron tres veces con PBS 1x, se fijaron en paraformaldehido al 4%
durante 30 min a TA, se enjuagaron tres veces con PBS 1x y se tifieron con una
solucion de ARS 40 mM (pH 4,2) durante 20 min a TA. Enseguida, las muestras se
lavaron con agua destilada hasta que se eliminé por completo la tincion no adherida.
Las muestras se secaron en un desecador durante 12 h y se tomaron imagenes con
una camara digital profesional (Nikon D750, NY, EE.UU.). Empleando un método
sensible para la recuperacion y cuantificacion de ARS, la tincion se disolvié de la

matriz celular incubando en acido acético al 10% a TA por 30 min. A continuacion,
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se recogieron las células en un tubo de microcentrifuga y se calentaron exactamente
a 85 °C durante 10 min. Los tubos se incubaron brevemente en hielo durante 5 min
y se centrifugd la suspension durante 15 min a 10.000 rpm. Después de la
centrifugacion, el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo, se le afiadié hidroxido
de amonio para neutralizar el acido y se midi6é la D.O. a 405 nm en un lector de

microplacas [77].

3.7.6 Evaluacién de secrecién de colageno

La deposicion de matriz de colageno de las muestras en respuesta a las
células MC3T3-E1 se evalud y cuantific6 mediante un ensayo colorimétrico basado
en la tincién con Sirius Red [78]. Posteriormente a la induccion osteogénica durante
14 dias, las muestras se lavaron tres veces con PBS 1x, se fijaron con
paraformaldehido al 4% durante 45 min, se volvieron a lavar tres veces con PBS 1x
y se tifieron con una solucién al 0,1% de Direct Red 80 (Sigma-Aldrich, EE.UU.) en
acido picrico acuoso saturado durante 18 h a TA. Después, para eliminar totalmente
la tincién no adherida, las muestras se enjuagaron con acido acético (0.1 M) y se
secaron en un desecador durante 12 h. Las muestras se fotografiaron utilizando una
camara digital profesional (Nikon D750, NY, EE.UU.). Enseguida, las muestras

tefiidas se eluyeron en 1 mL de la solucion decolorante (NaOH 0,2 M/metanol 1:1),
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durante 10 min, y se midié la absorbancia a 570 nm utilizando un lector de

microplacas.

3.7.7 Evaluacion de la expresion osteogénica por

inmunofluorescencia

A continuacién, posterior a la induccion osteogénica durante 7 dias para
Runx2, y 21 dias para la osteocalcina (OC), osteopontina (OPN) y osteprogeterina
(OPG), las muestras experimentales se lavaron tres veces con PBS 1x tibio y se
fijaron con paraformaldehido al 4% durante 45 minutos a TA. Una vez fijadas, las
células se lavaron tres veces con PBS 1x y se permeabilizaron con Triton X-100 al
0,1% en PBS durante 30 min. Enseguida, las muestras se lavaron tres veces, y se
incubaron durante 2 h a TA en una solucién de bloqueo de albumina de suero bovino
(BSA) (1% BSA/1 x PBS). Se volvieron a lavar tres veces con PBS 1x. Después, las
células se incubaron durante 2 h en los anticuerpos primarios OC diluciéon 1:80
(Abcam, Cambridge, MA, EE.UU.), OPN dilucién 1:1000 (Abcam, Cambridge, MA,
EE.UU.), RUNX2 dilucién 1:1000 (Abcam, Cambridge, MA, EE.UU.) y OPG dilucion
1:200 (Abcam, Cambridge, MA, EE.UU.) en solucion de bloqueo a 4 °C, durante
toda la noche. A continuacion, se utilizaron anticuerpos secundarios marcados con

anticonejo Alexa Fluor 488, dilucion 1:1000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), y
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antiraton marcado con Alexa Fluor 594, diluciéon 1:1000 (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU.) con reactividad contra raton, cada uno de ellos en solucién de bloqueo,
para OC, OPN, Runxs y OPG respectivamente. Se incubaron durante 2 ha TAy
lavados tres veces con PBS por 5 min cada uno [61]. Los nucleos celulares se
contratifieron utilizando 4',6'-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Molecular Probes,
Carlsbad, CA, USA) en PBS, se incubaron durante 20 min a TA y se lavaron tres
veces con PBS [61]. Por ultimo, las superficies se invirtieron en cubreobjetos con
medio de montaje de fluorescencia (Fluroshield, Sigma-Aldrich, EE.UU.), se
examinaron y se fotografiaron utilizando un filtro verde (OPN, Runxs y OPG), rojo
(OC) y azul (DAPI) empleando un microscopio de fluorescencia con aumentos
similares. Para medir la intensidad de la fluorescencia, se tomaron de 5 a 10
micrografias de cada muestra en el periodo de cultivo correspondiente utilizando el
mismo tiempo de exposicion. La intensidad media se midi6 con el software Image J

(1.48v, NIH, USA) a partir de cinco células al azar en cada superficie.
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3.8 Andlisis estadistico

Se realizaron al menos tres experimentos independientes, cada uno por
triplicado. El analisis estadistico se realiz6 mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via, seguido de la prueba de comparacion maltiple de Bonferroni’s
para las comparaciones de grupos multiples, utilizando el software GraphPad Prism
6 (Graph Pad, CA, EE.UU.). Una P < 0,05 se consider6 estadisticamente

significativo. Los resultados se expresan como media + desviacion estandar (DE).
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CAPITULO 4

ANALISIS DE RESULTADOS
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4.1 Andlisis de la superficie

La Fig. 14 muestra la morfologia estructural de la superficie de los materiales
experimentales, caracterizada mediante FE-SEM. El proceso de anodizacién da
lugar a la formacion de una capa de TiO2 mas rugosa y altamente ordenada, con
una anchura de pared de 83£13 nm y un espesor de capa de 1,18+0,01 um (vista
en seccion transversal) formada en toda la superficie de las muestras de Ti6AI4V.
Esto apoya la presencia de NTs homogéneos, bien alineados y uniformemente
distribuidos sobre la muestra anodizada. Por otro lado, se estimo que los NTs tenian
un diametro de tubo de 70+18 nm y un grosor de boca de 155 nm (vista superior),

el cual cumple con las condiciones establecidas por los objetivos de este estudio.
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Figura 14 a) Micrografia de la vista superior de los NTs mostrando el diametro y la
distribucién del grosor del tubo. b) Vista de la seccidén transversal de la capa de NTs

ilustrando la anchura de la pared y la amplitud de la capa.
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4.2 Efecto del suero humano en la viabilidad de los osteoblastos

El impacto de los distintos microambientes utilizando suero humano sobre la
biocompatibilidad, viabilidad y la proliferacion de las células MC3T3-E1 sobre las
superficies con NTs se evaluaron con el ensayo de MTT (Fig. 15). EI MTT indica las
diferencias entre la tasa de proliferacion celular en las superficies nanostructuradas
bajo las condiciones de SD, suero humano y SBF. Los resultados obtenidos al dia
1 de incubacion destacan que la viabilidad celular inicial mostro un comportamiento
similar entre las condiciones experimentales. Sin embargo, al dia 3 de incubacién
se observé una mayor proliferacion en las condiciones experimentales y un
destacado crecimiento celular en SBF con respecto del primer dia, este
comportamiento contindo similar tras 5 dias de incubacion. Ademas, a los 7 dias se
detectd que los materiales nanoestructurados son capaces de mantener una
actividad tardia de los osteoblastos, enfatizando que las condiciones de DM fueron

disminuidas por la presencia de células proliferantes.
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Figura 15 Ensayo de MTT que muestra la viabilidad de las células MC3T3-E1 bajo
los microambientes experimentales después de 1, 3, 5y 7 dias de incubacién. Los datos se
presentan como media £ DE (n = 3), p < 0,05. * y ** indican diferencias significativas entre

las condiciones del suero

4.3 Adhesion y morfologia de las células MC3T3E-1

Para estudiar la morfologia celular conducida por las muestras y los entornos
bioguimicos, realizamos analisis de FE-SEM. Inicialmente, la Fig. 16 muestra la

morfologia de las células MC3T3-E1 adherida a los NTs durante 4 h. Las
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micrografias de bajo aumento mostraron que los controles estimularon una
propagacion celular promovida tal como se esperaba, donde las células se
diseminaron mejor que en las condiciones SD1 y SD2. Por otra parte, las superficies
con NTs promovieron una distribucion celular evidente, mostrando una forma
osteoblastica tipica con una MEC densa; se detectaron prolongaciones
citoplasmaticas y filopodios bien definidos entre las distintas condiciones
bioquimicas. Por consiguiente, los NTs albergan y permiten la unién con otras
células. Las imagenes ampliadas mostraron en todas las superficies de los
materiales experimentales bajo las condiciones bioquimicas, estimularon un
fenotipo bien definido con la formacion de lamelopodios y filopodios. Asimismo, la
abundante, prologada y pronunciada protuberancia fibrilar en forma de dedo que se
extiende desde el cuerpo celular abrazando e interactuando con la nanotopografia

acentuando una fuerte adhesion celular, incrementada por los NTSs.

Después de 24 h de incubacion (Fig.17), la diseminacion celular fue mas
evidente, la cual se propago de forma mas homogénea sobre todas las superficies
con NTs bajo los microambientes experimentales, mostrando abundantes
prolongaciones citoplasmaticas manteniendo y promoviendo la unién celular, una
MEC mas densa, los cuerpos celulares claros y la extension de la monocapa 6sea.
Las imagenes ampliadas muestran unos filopodios notables anclados de manera
eficiente adaptando, fomentando y convalidando la adhesion y proliferacion de los

osteoblastos.
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Figura 16 Micrografias FE-SEM que ilustran la adhesion de osteoblastos y la

morfologia celular en los NTs después de 4 h de cultivo.
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Figura 17 Micrografias FE-SEM que ilustran la adhesion de osteoblastos y la

morfologia celular en los NTs después de 24 h de cultivo.
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4.4 Diferenciacion de los osteoblastos

Los osteoblastos dan lugar a la formacion de hueso a través de un proceso
de proliferacion celular, diferenciacion y mineralizacion de la matriz extracelular. A
partir de los osteoblastos en crecimiento se evalu6 la maduracion y deposicion de
calcio (Ca) de forma cuantitativa mediante el ensayo de tincion ARS y el ensayo de
secrecion de colageno. En las Fig. 18 y 19 se ilustran los resultados del andlisis
ARS de las células MC3T3-E1 cultivadas en los NTs (SBF, SD1, SD2, SH) posterior
a la induccion osteogénica durante 7, 14 y 21 dias. En la Fig. 18, se observa la
superficie de los materiales experimentales con una tonalidad de color rojo la cual
aumenta en intensidad y uniformidad a partir de los 7 dias, después a los 14 dias y
posteriormente a los 21 dias de diferenciacion. Ademas, se detecto la formacion de
nédulos calcificados sobre todas las superficies con NTs los cuales se observaron
a los 7 dias de incubacion y fue continuamente estimulado por los NTs en las
diferentes condiciones bioquimicas; destacando asi un comportamiento similar de
la mineralizacion. Los resultados obtenidos de la cuantificacion de ARS muestran
una tendencia notablemente semejante desde la fase inicial hasta la fase media de
maduracién entre los diferentes medios suplementados con los sueros
experimentales (Fig. 19). No obstante, se aprecié una cantidad significativamente
elevada de ARS en la fase de diferenciacion osteoblastica tardia (21 dias),
indicando una mayor y evidente formacién de nddulos para los microambientes

simulados.
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Figura 18 Ensayo de la mineralizacion de la matriz extracelular tras la induccién
osteogénica durante 7, 14 y 21 dias. Se muestran nodulos mineralizados en las células

tefiidos con rojo de Alizarina S.
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Figura 19 Ensayo de la mineralizacion de la matriz extracelular tras la induccion
osteogénica durante 7, 14 y 21 dias. Se muestra analisis y resultados cuantitativos de la
tincion ARS. Los datos se presentan como media + DE (n = 3), p < 0,05. * Indica diferencias
significativas entre los 7 y 21 dias de cultivo en NTs. ** Representa cambios entre los 14 y

21 dias de incubacion.
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La Fig. 20a, muestra la cantidad de secrecion de colageno de las células
MC3T3-E1 inducidas por las superficies nanoestructuras durante 14 dias de
incubacion. Especificamente, se observdo una monocapa de ceélulas tefiidas por
Picrosirius Red. La sintesis de colageno mostro un interesante comportamiento
similar en los microambientes simulados con DM y los controles de suero. No
obstante, se detectd una ligera disminucion en la presencia de coldgeno en las
muestras bajo condiciones de SD (Fig. 20b), sin embargo, no se observan
diferencias significativas. Por consiguiente, los resultados de la mineralizacion de la

matriz extracelular son notablemente similares a los de la secrecién del colageno.
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Figura 20 Ensayo de la secrecién de colageno de la matriz extracelular tras la

induccién osteogénica durante 14 dias. a) Monocapa tefiida con Picrosirius red. b)
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Resultados cuantitativos de la secrecion de colageno. Los datos se presentan como media

+ DE (n=3), p<0,05.

4.5 Caracterizacion FE-SEM de las MC3T3-E1 diferenciadas

Fig. 21a, muestra las micrografias FE-SEM de las células MC3T3-E1
cultivadas sobre las superficies con NTs después de la induccidn osteogénica
durante 21 dias de incubacion. Las imagenes de menor magnificacion muestran la
capacidad de las células de extenderse de forma mas homogénea y en mayor
cantidad en los NTs bajo los sueros experimentales (SBF, SH, SD1 y SD2).
Ademas, se puede identificar que la superficie nanoestructurada promovio la
secrecion de cristales de hidroxiapatita (HAp) bien definidos en la superficie celular.
Una interesante formacion de cristales se detectd principalmente sobre los cuerpos
celulares y en el espacio circundante, apoyando aiun mas los resultados de la
cuantificacion del ARS (Fig. 19). Las imagenes de mayor magnificacion revelaron la
presencia de abundantes y grandes nodulos 6seos guiados por las células MC3T3-
E1 sobre los NTs que fueron inducidas aun en condiciones dafinas de DM (SD).
Estos datos se relacionan con los resultados obtenidos en el ensayo de ARS,
convalidando que las superficies con NTs fomentan e inducen la mineralizacion de
la MEC, aumentan la acumulacion de Ca e incrementan la formacion de nédulos

aun en condiciones diabéticas perjudiciales.
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Por otra parte, se realizaron analisis EDX en SEM, para evaluar la
composicién quimica de la MEC de las células diferenciadas sembradas en las
superficies NTs (Fig. 22), asi como para estimar el nivel y porcentaje atébmico de Ca
y P en las condiciones experimentales. La Fig. 21b muestra el porcentaje de Ca
secretado por los osteoblastos maduros. Los resultados sugieren que el control
positivo SBF promovié la deposicién de calcio que el estimulo bioquimico perjudicial
DM. Ademas, la cantidad de P encontrada fue muy similar en todos los sueros
experimentales, sin embargo en las condiciones de SD fue ligeramente menor, no
obstante tales diferencias no fueron significativas (Fig. 21c). Es importante destacar
gue estos resultados ponen en evidencia que la formacién de ndédulos 6seos fue
inducida por los NTs en las distintas condiciones experimentales. El control positivo
SBF mostro una ligera promocién de la deposicion de minerales de la matriz ésea,

como se esperaba.
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Figura 21 Formaciéon de nddulos de hidroxiapatita después de la induccion
osteogénica durante 21 dias en las condiciones experimentales. a) Micrografia SEM
mostrando abundantes y grandes nédulos dseos en las superficies de los NTs. b) Analisis
EDX del nivel atébmico del calcio. ¢) Nivel atébmico del fosforo segregado en los NTs. Los

datos se presentan como la media £ DE (n = 3), * p < 0,05 indica diferencias significativas.
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Figura 22 Caracterizacion analitica de los materiales. a) Cuantificacion por EDX del
contenido elemental de la superficie de FBS y SH. b) Cuantificacion por EDX del contenido

elemental de los microambientes SD1 y SD2.
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Adicionalmente, las micrografias FE-SEM de la Fig. 23 apoyan la formacion
de cristales de HAp bien definidos que crecen desde los cuerpos celulares en las
diferentes condiciones bioquimicas de cultivo. Asi, los resultados prueban el
concepto de una formacion consistente del HAp bajo las condiciones de la DM. La
HAp es un biocristal, formado por atomos de calcio, fésforo, e hidrogeno, de acuerdo
con la formula Caio (POa4 ) (HO)2, presenta una estructura hexagonal, con el grupo

espacial P63 /m [79].

Figura 23 Caracterizacion por FE-SEM de los cristales de los osteoblastos
mineralizados después de 21 dias de induccion osteogénica bajo los sueros

experimentales.

78



4.6 Tincion de inmunofluorescencia

Para determinar si las condiciones bioquimicas SBF, SD1, SD2 y SH
estimulan la expresion osteogénica, se evaluaron los marcadores clave de
diferenciacion de osteoblastos, Runxs2, OC, OPN, OPG a los 7 y 21 dias de

induccion.

Se estudid la activacion de Runxs2 en las superficies de NTs a los 7 dias de
induccién. Tal como lo representan las micrografias de fluorescencia de baja
magnificacion (Fig. 24), se puede detectar que la morfologia celular llevada a cabo
por los tratamientos con suero fue similar. Ademas, la Runx2 se detectd
principalmente alrededor del ndcleo para todos los entornos experimentales (Fig. 25
a). Para evaluar y comparar con precision cualquier diferencia significativa entre los
estimulos bioguimicos, se muestra un grafico representativo de la expresion de
Runxs (Fig. 25 b). Se detectd un ligero aumento en la expresiéon de SD1 en
comparacion con los sueros analizados, sin embargo las diferencias no resultaron
significativas. Estos datos sugieren que la expresion del marcador Runx2 puede ser
sustentada en la fase temprana de la diferenciacion osteoblastica aun bajo las

condiciones nocivas de SD.
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Figura 24 Inmunofluorescencia de la expresion de Runx2 en MC3T3-E1 cultivados

durante 7 dias en las condiciones experimentales.

80



Runx2

150000 -

100000 A

T

50000 -

SBF SD1 SD2 SH

Intensidad de Fluorescencia

Figura 25 Inmunofluorescencia de la expresion de Runx2 en MC3T3-E1 cultivados
durante 7 dias en las condiciones experimentales. a) Localizacion intracelular de Runx2. b)
Gréfico que representa la intensidad de fluorescencia expresada para Runx2. Los valores

son la media + DE, (n =5).
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Asimismo, se analizé y evalud en las superficies de NTs a los 21 dias de
induccién la presencia de una proteina clave involucrada en estos procesos, la OC
(Fig. 26). En la Fig. 27 a, ilustra la expresion por medio de la tincién de OC, la cual
sugiere que la OC se localiza intracelularmente, principalmente en el espacio
citoplasmatico. La Fig. 27 b muestra la cuantificacion de la inmunofluorescencia, la
cual indica que la diferenciacién osteogénica tardia mantuvo un comportamiento de

diferenciacion similar en todas las condiciones experimentales (SBF, SD1, SD2 y

SH), pero sin diferencias significativas entre ellas.

Figura 26 Inmunofluorescencia de la expresion de OC en MC3T3-E1 cultivadas
durante 21 dias bajo los sueros experimentales.
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Figura 27 Inmunofluorescencia de la expresion de OC en MC3T3-E1 cultivadas
durante 21 dias bajo los sueros experimentales. a) Deteccién de OCN en las superficies de
NTs. b) Grafico que muestra la intensidad de fluorescencia expresada para OC. Los valores

son la media + DE, (n =5).

En la Fig. 28, se muestra la tincién de la expresion de OPN sobre las

superficies NTs. La OPN funciona como un marcador tardio de diferenciacién
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osteogénica el cual se evalu6 a los 21 dias de induccion (Fig. 29 a). En la Fig.29b,
se muestra una ilustracion grafica de la cuantificacion de intensidad de fluorescencia

donde los resultados muestran que los NTs con SH pueden aumentar

significativamente la expresion de OPN en comparacion al control positivo SBF.

Figura 28 Inmunofluorescencia de la expresion de OPN en MC3T3-E1 cultivadas

durante 21 dias bajo los entornos de suero evaluados.
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Figura 29 Inmunofluorescencia de la expresiéon de OPN en MC3T3-E1 cultivadas
durante 21 dias bajo los entornos de suero evaluados. a) Deteccién de OPN después de
cada tratamiento bajo las condiciones experimentales. b) Grafico que representa la
fluorescencia de OPN. El * p < 0,05 indica diferencias significativas. Los valores son la

media + DE, (n =5).
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Por otra parte se realiz6 la tincion de inmunofluoresencia de OPG (Fig. 30),
un regulador negativo de la osteoclastogénesis, que se expreso intracelularmente
evidenciando un comportamiento de localizacion similar para todas las condiciones
experimentales. La Fig. 31 a ilustra resultados similares de los niveles de OPG entre
el control SBF y los microambientes de suero experimentales. Sin embargo, los
microambientes SD2 y el SH mostraron ligeras diferencias reducidas en la expresion

en comparacion con el SD1 (Fig. 31 b).

Figura 30 Inmunofluorescencia de la expresion de OPG en osteoblastos cultivados

durante 21 dias bajo los sueros diabéticos y de control.
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Figura 31 Inmunofluorescencia de la expresion de OPG en osteoblastos cultivados
durante 21 dias bajo los sueros diabéticos y de control. a) Deteccién intracelular de OPG.
b) Grafico que ilustra la intensidad de fluorescencia expresada para OPG. * p < 0,05 Denota
diferencias significativas entre el tratamiento SD1 versus SD2 y SH. Los valores son la

media + DE, (n =5).
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CAPITULO 5

DISCUSION
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Figura 32 llustracion del modelo de accion de las superficies NTs en condiciones

diabéticas.
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Para el éxito del implante ortopédico o dental, es necesario que el material
cuente con propiedades fisicoquimicas y biol6gicas benéficas para el paciente al
gue le sera implantado. Esas Interesantes caracteristicas son la baja elasticidad,
baja densidad, excelente resistencia a la corrosién, resistencia mecanica,
estabilidad quimica, la alta biocompatibilidad [49] y, lo que es mas importante su
exitosa integracion en relacién al contacto directo entre el hueso adyacente, por
ejemplo la osteointegracion y el implante [50]. El proceso de osteointegracion
demanda una adhesién eficiente de los osteoblastos, su proliferacion, la secrecién
de proteinas de la MEC y la mineralizacion sobre la superficie de los materiales [27,
58]. Se ha descrito en términos de efectos nanotopograficos sobre el
comportamiento de los osteoblastos (células 0seas), que el Ti6Al4V anodizado con
NTs manifiesta efectos mejorados sobre la tasa de crecimiento, la funcionabilidad y
la capacidad de formacién de hueso en comparacién con las contrapartes no
modificadas [51, 62, 80]. Ademas, nuestro grupo informé que los NTs mejoran la
respuesta angiogénica respecto a las superficies planas no modificadas de Ti6AlI4V,
Cp-Tiy las superficies asperas de Ti6Al4V grabadas con acido en condiciones de
cultivo estandar [61]. Sin embargo, el requerimiento de implantes metalicos por
parte de poblaciones de edad avanzada y con compromiso metabdlico sigue

aumentando dia a dia [81, 82].

Se han identificado factores locales y sistémicos que pueden afectar o alterar
los mecanismos de cicatrizacion y sanado, asi como la remodelacion 6sea, ya que
estas enfermedades deben ser tratadas con medicacion u otras terapias que

podrian afectar los tejidos circundantes a los implantes y el proceso de osteogénesis

90



[9, 10], dentro de las que destaca la Diabetes Mellitus (DM), [12, 13]. Chambrone et
al. indicaron que los pacientes con DM son mas propensos a desarrollar
periimplantitis y pérdida 6sea periimplantaria. Ademas, es probable que la gravedad
de los resultados clinicos periimplantarios esté influida por la hiperglucemia [83].
Numerosas pruebas indican que la enfermedad crénica de la DM deteriora la
funcionalidad celular de los osteoblastos (por ejemplo, la proliferaciéon, la
diferenciacion, la mineralizacién, etc.) [14, 28]. La dependencia critica del
metabolismo 0seo para la supervivencia de los implantes puede aumentar en
pacientes con diabetes [12]. Por lo tanto, lo m&s preocupante es que la DM suprime
la tasa de aposicion mineral 6sea, el contacto hueso-implante, la osteointegracion y
la formacion 6sea periimplantaria [22, 84]. Por otra parte, es imperativo desarrollar
y estudiar nuevas superficies nanoestructuradas que cumplan con las expectativas
de biocompatibilidad, que puedan apoyar y estimular la formacién de hueso nuevo
en condiciones dificiles, como el entorno de la DM. Por consiguiente, este estudio
se centra en la caracterizacion de la capacidad de formacion dsea de los
osteoblastos mediante los NTs de Ti6Al4V de 70 nm en el entorno de crecimiento

perjudicial estimulado por la DM.

El proceso de anodizacion es una técnica electroquimica que se ha
evidenciado como un método exitoso para sintetizar NTs con el fin de mejorar la
funcionalidad fisico-quimica y de crecimiento de los osteoblastos de los implantes
metdlicos a base de Ti [51]. En las micrografias FE-SEM se muestra nuestra actual
estrategia para modificacion de superficies, la cual dio como resultado la formacién

de NTs homogéneos, alineados y distribuidos de manera uniforme sobre toda la
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superficie de la muestra, destacando un espesor de recubrimiento de 1,18 um (Fig.
14). Es importante destacar que los recubrimientos de 6xido nanoestructurados de
mayor grosor pueden mejorar la resistencia a la corrosion y la durabilidad de los
materiales basados en el Ti [85-88]. Ademas, la fabricacibn de estructuras
nanoconfiguradas controladas puede regular y mejorar las propiedades biolégicas
de las superficies de los implantes, la proliferacién de los osteoblastos aumenta
significativamente en comparacion con sus homologas convencionales, ya que las
nanoestructuras imitan las dimensiones de los componentes de los huesos
naturales, proponiendo hasta ahora que la actividad celular de los osteoblastos

puede realizarse incluso en condiciones metabdlicas adversas [15, 88-90].

Por otra parte, se evalu6 el comportamiento de los distintos microambientes
utilizando suero humano sobre la actividad osteoblastica a través de la viabilidad y
accion mitocondrial con el ensayo de MTT [60]. El presente estudio indica que el
rendimiento de crecimiento de los osteoblastos tempranos (dias 3 y 5) esta alterado
en condiciones de suero diabético. Sin embargo, después de siete dias, la actividad
proliferativa alcanza resultados similares para las condiciones estudiadas. Estos
resultados sugieren que el SD potencia una actividad inicial perjudicial; no obstante,
los NTs pueden desarrollar un microambiente beneficioso que mejore los efectos
del SD, tras la adaptacion 6sea y la posterior regeneracion celular tardia (Fig. 15).
Curiosamente, Jiang et al. informaron de la actividad de proliferacion de las células
MC3T3-E1 sobre superficies de SLA y SLA anodizados cultivadas con suero normal
y SD [37]. Los autores detectaron que, aunque las modificaciones de SLA aumentan

drasticamente la rugosidad de la superficie, se alcanzé una tasa de proliferacion de
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osteoblastos similar a la observada en nuestro actual trabajo. Estas interesantes
tendencias sugieren gque los parametros de nanoconfiguracion pueden desempeniar
un papel fundamental en comparacién con una alta rugosidad, para promover la
proliferacion 6sea en condiciones de DM. Ademas, en parte, podemos explicar que
los NTs son redes de interconexion con una alta &rea de superficie, una alta
hidrofilia, alineadas entre si, orquestando un microambiente sostenible debido al
facil transporte de nutrientes, factores de crecimiento y sefiales bioquimicas para la

proliferacion y maduracion osea [58, 62, 91].

El proceso de adhesion dsea inicial exige la deposicion, la guia y el anclaje
de la MEC conducida por la superficie del implante. Por lo tanto, es importante
destacar que esto es vital para llevar a cabo las interacciones de contacto hueso-
superficie y la posterior regeneracion 0sea para lograr el éxito de los implantes [92,
93]. Con base a esta informacion, se realizaron analisis de FE-SEM para estudiar la
morfologia celular después de la fase de adhesion inicial (4 h) y la adhesion tardia
continua (24 h) sobre los NTs en estudio (Figura 16 y 17). El presente trabajo revela
datos interesantes, ya que los NTs promovieron un llamativo anclaje de filopodios
en condiciones de SD, ya que los andlisis ilustraron que las células se distribuyeron
uniformemente mostrando una forma osteoblastica tipica con una MEC densa, se
detectaron la presencia de prolongaciones citoplasmaticas, redes gruesas que
extienden la protuberancia celular tras las estructuras de la boca de los NTs
permitiendo la union con otras células hecho que es fundamental para coordinar el
comportamiento celular [94]. Ademas, las proyecciones celulares alargadas

generaron monocapas formadoras de hueso que recubren los NTs, con una
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continua interaccion célula-célula que se extiende entre la superficie. A las 24 h de
incubacién (Fig. 17), las células se diseminaron de forma mas homogénea sobre
todas las superficies con NTs, mostrando abundantes prolongaciones
citoplasmaticas promoviendo la unién celular, una MEC mas densa, filopodios
protuberantes que se extienden desde el cuerpo celular abrazando e interactuando
con la nanotopografia, anclados eficientemente validando la proliferacion y una
fuerte adhesion de la monocapa sobre todos los NTs. Estas modificaciones
citolégicas producen un osteoblasto diferenciado el cual secreta fibras de colagenos
(tipo 1), sialoproteinas O6seas, marcadores 0seos como la osteocalcina,
osteopontina entre otros reguladores del crecimiento 6seo. Lo cual sugiere la
presencia de los componentes de la matriz 6sea [51, 95-97]. Un estudio anterior
informé que los osteoblastos que crecian con SD mostraban una morfologia celular
alterada y un metabolismo estresado tras 24 h de incubacion [98, 99]. Por otra parte,
los autores demostraron que el aislamiento de Ti con un recubrimiento de
compuesto de hidroxiapatita (HA)/chitosan podia disminuir la configuracion celular
aberrante llevada a cabo por el SD [98]. Ademas, Li et al. sugirieron que los
osteoblastos cultivados bajo SD en superficies porosas de Ti siguen una morfologia
celular perjudicial, plana, poco alargada y con protuberancias reducidas,
acompafnada de una disminucién de la unién entre filopodios [100]. Sin embargo, la
aplicacion de un recubrimiento de quitosano alivio la morfologia aberrante
observada en el Ti microporoso tras ocho dias de incubaciéon. Esta informacion
sugiere que nuestra superficie nanoestructurada, puede potenciar el
comportamiento de adhesion de los osteoblastos sin necesidad de utilizar costosas

técnicas de modificacion. De particular importancia, el presente estudio sefiala
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ademas que las condiciones de suero diabético pueden promover el dafio de los

osteoblastos y reducir la adhesion celular temprana.

La mineralizacion de la MEC es un proceso critico exigido durante la
regeneracion ésea y la maduracion del hueso en el implante. Sin embargo, varios
estudios han llegado a la conclusién de que las condiciones diabéticas pueden
perjudicar, o en el peor de los casos, evitar el éxito de la mineralizacion ésea [84,
101]. Dada la importancia de promover la funcionalidad de los osteoblastos, se
comprobd la diferenciacion y, lo que es mas importante, la mineralizacion de la
matriz 6sea llevada a cabo por los NTs en condiciones de SD (Fig. 18). Nuestro
estudio demuestra que la superficie de los NTs puede apoyar la funcionalidad de
formacion 6sea de los osteoblastos con resultados similares a los del uso de SBF
(Fig. 19), siguiendo una formacion sustancial de elementos Ca/P y secrecion de
colageno (Fig. 20). El colageno es la principal proteina abundante encontrada en la
fase organica de la matriz extracelular ésea, que se expresa en la etapa temprana
de proliferacién, forma la matriz extracelular la cual es crucial para el desarrollo del
fenotipo osteoblastico [102-104]. Esta proteina actia como sustrato para la
precipitacion de cristales de hidroxiapatita, se considera un componente esencial
gue proporciona estabilidad mecéanica al hueso [44, 105]. Por otro lado, los NTs
potencializan la mineralizacién de la MEC [106-108], aumentan la acumulacién de
Ca e incrementan la formacién y disposicion de nddulos aun en condiciones
diabéticas (Fig. 21 y 22). En nuestros resultados se demuestra que el microambiente
SD da lugar inicialmente a una proliferacién celular perjudicial; sin embargo, los NTs

pueden desarrollar un andamio versatil que alberga un entorno osteogénico
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beneficioso. Varios trabajos han demostrado que los NTs de 70-100 nm pueden
aumentar de forma prominente el rendimiento de la mineralizacion 6sea [27, 51, 57].
Ademads, la aplicacién de superficies a nanoescala puede mejorar la via de
sefalizacion de la quinasa de adhesién focal (FAK), lo que da lugar a una mejor
adhesion celular y a la subsiguiente mineralizacion de los osteoblastos e incluso al
comportamiento angiogénico [109]. Ma et al. sugirieron que la reactivacion de la
fosforilacion de FAK con la sucesiva expresion de las subunidades de integrina a2,
B1 y B3 mediante un recubrimiento de nanoHA-Ti revirti6 consecuentemente la
supresioén de la via BMP-2/Smad bajo SD [110]. Los resultados reportados indicaron
gue se recuperd la expresion osteogénica, acompafnada de una mejor adhesion y
proliferacion celular. Ademas, se informé que los osteoblastos cultivados en SD
sobre Ti6AI4V recubierto de quitosano, promovian la activacion del sistema de
sefializacion PI3K/AKT [100]. Los autores utilizaron inhibidores especificos para
proponer que el recubrimiento depositado ejercia una accion antioxidante,
reduciendo inmediatamente la sobreproduccién de ROS. Asimismo, un trabajo
reciente sobre materiales porosos de Ti6Al4V recubiertos con fibroina de seda
ilustré que la tasa de mineralizacion de los osteoblastos resiste el efecto adverso de
la SD después de 14 dias de incubacion de la SD [110]. Curiosamente, los autores
defendieron que la promocion de ROS asociada a la SD inhibia la activacion de la
via NF-kB, lo que conducia a una prolongada funcionalidad perjudicial de los
osteoblastos y al aumento de la apoptosis celular. Sin embargo, estos trabajos han
requerido la aplicacion de diferentes materiales compuestos para disminuir los

estragos celulares producidos por la SD.
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Mientras tanto, nuestros NTs han demostrado resultados similares de
funcionalidad protectora de los osteoblastos bajo el entorno diabético,
probablemente promoviendo la acumulaciébn y amplificacion de iones vy
biomoléculas mejorando asi la capacidad de las células osteoblasticas para formar
una matriz extracelular madura (que se ha relacionado con la alta regulacion de la
deposicion de calcio) (Fig. 23), asi como la activacion de integrinas debido al
aumento de la tasa de superficie de area a volumen [88, 108]. Por otra parte, Yang
y colaboradores informaron de que los NTs de 80 nm alivian el comportamiento de
los osteoblastos bajo la peligrosa condicion diabética de la DM simulada mediante
niveles de alta glucosa (22 mM) [111]. Por lo tanto, a pesar de que estos resultados
coinciden con nuestro estudio actual, es importante destacar que no es equivalente
a simular la DM utilizando alta glucosa en lugar de SD. Los autores consideran que
las propiedades perjudiciales sobreexpresadas de la DM resultan de la accion
sinérgica entre la alta glucosa, las proteinas relacionadas con la SD y las citoquinas

inflamatorias [32, 110].

Para determinar los efectos del suero humano en la diferenciacion de
osteoblastos, se evaluod la expresion relativa de los marcadores osteogénicos clave
de diferenciacion, Runxs2, OC, OPN, OPG, en las superficies experimentales con
células MC3T3-EL1. Interesantemente, Runx2 es un factor de transcripcién esencial
para el inicio de la osteogénesis. Se considera un gen maestro inicial de varias vias
de expresion genética en las primeras etapas de la diferenciacion de osteoblastos
y de la elevada regulacion de la OC, el principal componente estructural de la matriz

Osea [105, 112-116]. En esta investigacion, se realiz6 la tincion de
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inmunofluorescencia de la expresidon de Runx2, sobre las superficies de los
materiales experimentales a los siete dias de induccién (Fig. 24). Los resultados
indicaron que los NTs toleran los efectos perjudiciales del SD, llevando a cabo un
comportamiento de osteogeénesis similar al observado en las condiciones de control
(Fig. 25). La OC es la proteina no colagena de matriz 6sea mas abundante que tiene
una participacion crucial en la etapa inicial de mineralizacion de la matriz ésea y
comunmente se considera como un marcador tardio de la diferenciacion
osteoblastica [117, 118], la cual se expresa en la Ultima etapa de diferenciacion
osteogénica, por lo tanto OC revela parte del mecanismo de crecimiento
osteoblastico [118, 119]. Por esa razon, se evalud la expresion de OC a los 21 dias
de induccion (Fig. 26), bajo estas desafiantes condiciones metabdlicas. Ademas, la
OC mostro resultados similares de expresion intracelular, apoyando ain mas que
los NTs estimulan la tasa de diferenciacion osteogénica (Fig. 27). La OPN
desempefia un papel vital durante la fase de biomineralizacion; incluido el aumento
de la adherencia de las células 6seas al concentrarse en la matriz de colageno
mineralizado durante la formacién del tejido 6seo [120] y la modulacion de la
mineralizacion de la matriz. La OPN es una proteina de matriz no colagena que
funciona como un marcador tardio de diferenciacion osteogénica [121], (Fig. 28). La
Fig. 29, se muestran los resultados donde los NTs con SH pueden aumentar
significativamente la expresion de OPN en comparacion al control SBF. Asimismo,
se evaluo la expresion de la OPG, que tiene un efecto inhibidor sobre la familia de
receptores TNF, junto con el receptor activador del factor NF-kB, y suprimiendo la
via RANK, que modula los efectos nocivos del entorno de las ROS, la activacion de

los osteoclastos y la posterior resorcion 6sea (RANK) [122, 123]. La OPG, secretada
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por los osteoblastos, se une al ligando RANK como receptor sefiuelo y evita que el
ligando RANK se una a RANK en los osteoclastos, o que da como resultado la
supresion de la resorcién 6sea osteoclastica [124-126]. Por lo tanto, medimos la
expresion de OPG por los osteoblastos (Fig. 30 y 31), distinguiendo que las NTs
regulaban un microambiente protector maduro promoviendo niveles similares de
OPG incluso bajo la condicién de DM. Asi, la expresién moduladora de OPG puede
ser el Ultimo determinante de la resorcion y remodelacién 6sea [123, 126, 127].
Considerando los marcadores osteogénicos de la formacion 6sea temprana y tardia
con la actuacion de la OPG organizada por los NTs, los autores denotan que la
aplicacion de superficies nanoestructuradas puede aliviar el estrés celular inducido

por las condiciones peligrosas del SD.

En general, los hallazgos atestiguados en este trabajo de investigacion
mostraron que los NTs en condiciones cruciales de diabetes mellitus in vitro pueden
mantener la capacidad de adhesion celular de los osteoblastos, la proliferacion, la
diferenciacion y la mineralizacion de la matriz, lo que se relacioné positivamente con
las deposiciones de Ca. Por otra parte, los NTs aumentaron significativamente la
expresion de los marcadores osteogénicos reguladores relacionados con Runx2,
OC, OPN y OPG en diferentes etapas de maduracion. La asuncion de que las
superficies nanoestructuradas tienen la propiedad de inducir la formacién de
hidroxiapatita y la subsiguiente funcionalidad de los osteoblastos en condiciones
perjudiciales para la enfermedad apoya la hipotesis donde se propone que en NTs
de TiO2 se podra promover las propiedades osteogénicas sobre superficies de

Ti6Al4V nanoestructurado en condiciones diabéticas In Vitro, lo cual abre una puerta
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prometedora para la futura aplicacion de los NTs de Ti6Al4V en condiciones de

diabetes.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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Conclusiones

En este trabajo de investigacion se demostr6 el rendimiento de la
funcionalidad de formacion ésea de los osteoblastos regulada por NTs de 70 nm en
condiciones de DM. Se aporta una vision del mecanismo asociado al contacto
superficial a nanoescala para mejorar los efectos ambientales nocivos de la SD.
Mucho mas importante nuestros resultados muestran el sorprendente grado de
diferenciacion y mineralizacién organizado por los NTs, asi como la Optima
regulacion osteogénica adaptada en condiciones de cultivo a largo plazo. Estos
resultados positivos de la formacién ésea arrojan datos importantes sobre los
materiales de implantes metalicos configurados con nanotubos para aminorar la
disfuncion oOsea inducida por la DM para su aplicacion clinica en pacientes

metabolicamente comprometidos.
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Recomendaciones

Los resultados actuales apuntan hacia la potencial y prometedora aplicacion
de las superficies nanoestructuradas para superar la funcionalidad de formacién de
osteoblastos en condiciones metabdlicas perjudiciales y el disefio de superficies
regenerativas para aplicaciones de ingenieria de tejidos en la DM clinica. Sin
embargo, se recomienda la aplicacion de estrategias experimentales utilizando
modelos in vivo y/o realizando estudios clinicos en humanos para respaldar

nuestros resultados.

Se hace énfasis en la necesidad de complementar los resultados generados
en este trabajo, a través de la implementacidon de otras técnicas, analisis,
procedimientos y métodos, que fortalezcan los resultados benéficos en el proceso

de regeneracion 6sea en condiciones metabdlicas perjudiciales.
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TRABAJO FUTURO

Durante el desarrollo de este trabajo han surgido algunas lineas futuras que
se han dejado abiertas y que se espera abordar en un futuro; algunas de ellas estan
directamente relacionadas con este trabajo de tesis y son el resultado de aspectos
gue han surgido durante la realizacién de la misma, que por exceder el alcance de
este trabajo, no han podido ser tratados con la suficiente profundidad. Otras son

lineas generales, no objeto de esta tesis; pueden retomarse como trabajos futuros.

A continuacion se presentan algunos trabajos futuros que pueden

desarrollarse:

v' Realizar el desarrollo de un implante ortopédico y/o dental con la
tecnologia evidenciada que sugiere la aplicacion de los NTs para
superar la funcionalidad de formacién de osteoblastos y el disefio de
superficies regenerativas en condiciones metabdlicas perjudiciales.

v" Implementacion del implante nanoestructurado en aplicacién clinica
en un estudio in vivo en adultos metabolicamente comprometidos y en
sujetos control.

v" Replicar el modelo de implementacion de sueros humanos en
condiciones diabéticas en NTs, siguiendo la metodologia utilizada con
otro tipo de linea celular como lo son los macrofagos. Para evaluar la

activacion de citoquinas en el proceso de inflamacion.
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v' Se propone replicar el modelo de implementacion de sueros humanos
en condiciones diabéticas y de control en superficies de NTs con el

modelo de liberacion sostenida de Epicatequina.
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