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Resumen

Uno de los aspectos en los que actualmente se estan centrando mas esfuerzos en
implantologia dental es en la consecucién de un sellado efectivo alrededor del pilar del
implante, con la finalidad de prevenir la aparicion de periimplantitis, la mayor causa de
fracasos de implantes dentales a largo plazo. La formacion de nanoestructuras
autoensambladas de éxido de titanio (TiO,) constituye una posibilidad de mejora en este
aspecto. La nanoestructuracién de la superficies puede favorecer la formacién de tejido
blando alrededor del implante.

El método mas utilizado para la formaciéon de nanoestructuras es la oxidacion
anddica. Son muchos los factores que influyen en este proceso y que determinan el tamafio
de diametro de las nanoestructuras. En el presente trabajo se ha llevado a cabo la formacién
de nanoestructuras porosas de TiO, con diferentes tamafios de didametro (26 a 64 nm)
mediante oxidacion anddica en electrdlito organico con fluorhidrico, variando dos
parametros, el voltaje aplicado y el interespacio entre anodo y catodo. De tal manera que a
mayor voltaje se han obtenido didmetros mds grandes, y para obtener los diametros mas
pequeiios, ademas de utilizar voltajes pequefios se disminuyo el interespacio.

El efecto in vitro de las diferentes superficies de TiO, nanoestructuradas se evalué en
cultivos celulares de fibroblastos gingivales humanos (HGF). Los resultados obtenidos en
este trabajo han mostrado la biocompatibilidad de estas nanoestructuras con esta linea
celular, asi como un efecto en el cultivo dependiente del diametro del nanoporo. Los
nanoporos de mayor diametro (47 y 64 nm) muestran en general una mejor respuesta
celular que los de menor didmetro (26 nm), en pardametros como la adhesion celular,
actividad metabdlica, expresion de genes relacionados con la produccién y organizacién de
la matriz extracelular, y finalmente del coldageno extracelular secretado. Cabe destacar que
este efecto sin embargo presenta una dependencia de donante significativa.



Abstract

Nowadays one of the main aspects in which dental implant science has focused in is
in the obtencion of an effective integration of implant abutment in order to prevent peri-
implantitis, the most important cause of long-term failure of dental implants. Self-organized
titanium dioxide (TiO,) nanostructures arrays provide the possibility of improving the
properties of implants. Nanostructured surfaces may promote soft tissue integration around
the implant.

Electrochemical anodisation is the most widely used method to obtain TiO,
nanostructures. There are many factors which affect the growth and the diameter of
nanostructure formation. In this study, titanium dioxide nanoporous structures with
different pore diameter (26 to 64 nm) were grown in an organic electrolyte containing
fluoride by electrochemical oxidation, varying the applied voltage and the inter-electrode
spacing. With higher voltage larger diameters were achieved, and to obtain the smaller
diameters, apart from lowering the voltage a lower inter-electrode spacing was used.

Human gingival fibroblast (HGF) culture assays were carried out in order to analyze
the effects of the different nanoporous diameters. The results derived from this study show
the biocompatibility of the evaluated nanoporous surfaces with this line cell, as well as
diameter size effects. Compared to smaller diameter nanoporous (26 nm), larger diameter
nanoporous (47 and 64 nm) showed a better cellular behaviour involving cell adhesion,
proliferation, gene expression (related with synthesis and organization of extracellular
matrix) and extracellular collagen. However these effects had a significant dependence on
the cell donor.



1.Introduccion
1.1. Tejidos periodontales

La salud periodontal es uno de los aspectos de mayor importancia para la salud bucal.
Los tejidos periodontales son una unidad funcional de tejidos que envuelven el diente o un
biomaterial equivalente, como es el implante dental. Se diferencian dos componentes
principales, los tejidos duros (cemento y hueso alveolar), y los tejidos blandos (ligamento
periodontal y encia)“? (Figura 1).

El cemento es un tejido calcificado que cubre las raices del diente, y que esta
compuesto principalmente por hidroxiapatita calcica. Las fibras del ligamento periodontal se
encuentran alojadas en éste, facilitando la union con el diente. Las células responsables de
su formacion son los cementoblastos, derivadas de fibroblastos del ligamento periodontal®.

El hueso alveolar, formando parte del hueso mandibular y maxilar, posibilita el
soporte de las raices del diente. La matriz dsea de éste estd formada por un andamiaje de
coldgeno con cristales de hidroxiapatita. Las células que encontramos en este caso son
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos, encargados de la remodelacion ésea continua vy
rapida caracteristica del hueso alveolar'.

El ligamento periodontal es un tejido fibroso muy denso encargado de la union del
diente con el hueso alveolar. Las fibras estdan compuestas mayoritariamente por colageno de
tipo I, y se encuentran insertadas tanto en el hueso alveolar como en el cemento.
Encontramos diversos tipos celulares, osteoblastos, cementoblastos, y los mas abundantes,
fibroblastos del ligamento periodontal, encargados del mantenimiento de la homeostasis del
tejidol.

Encia

Ligamento \;“ ol
periodontal \

Cemento ——————

Hueso 2

alveolar Figura 1. Representacion de los tejidos

periodontales que envuelven el diente.

La encia permite el sellado de la zona cervical del diente y el hueso alveolar. Se trata
de una estructura epitelial mayoritariamente celular y un tejido conectivo con menor
presencia celular y una gran red fibrosa. Este ultimo estd compuesto principalmente por una
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matriz extracelular (MEC) de colageno, representando el coldgeno tipo | un 65% y el de tipo
Il un 30%, entre otros. El tipo celular mds abundante de este tejido conectivo gingival son
los fibroblastos gingivales. Los fibroblastos son células mesenquimales, que habitualmente
se identifican por su morfologia en forma de huso. Son las células responsables de la
produccién y mantenimiento de los componentes de la MEC, pudiendo estar involucrados
también en la regulacién de la homeostasis en el tejido, inflamacién o la reparacion vy
regeneracion de heridas™?.

1.2. Implantes dentales

Los implantes dentales son utilizados para substituir la pérdida de un diente. En los
implantes dentales normalmente se diferencian tres partes: corona, pilar y tornillo del
implante (Figura 2). Por una parte, la integracién del tornillo del implante al tejido duro,
proceso denominado osteointegracion, asegura el soporte mecdanico del implante, mientras
gue la integracion del pilar del implante al tejido blando es importante para la proteccion
bacteriana del hueso y del propio implante®.

Respecto a este ultimo punto, cabe recalcar la importancia de la integracion del
implante al tejido blando. Este hecho es fundamental para la curacion de la herida alrededor
del implante dental, a la vez que asegura el sellado entre el ambiente bucal y el implante,
protegiéndolo de esta manera de la invasion bacteriana. Ahora bien, como se puede
observar en la Figura 2, la integracién con el tejido del diente natural y de los implantes se
diferencia en que hay una falta de ligamento periodontal que conecte el implante con el
hueso. Ademas, se observan diferencias sobre todo en la cantidad de fibras de coldgeno, que
no permiten la unién del implante al cemento, destacando el bajo numero de fibroblastos y
de vasos sanguineos’. Asimismo, mientras la fijacion de las fibras de coldgeno de las encias al
diente ocurre con una orientacién perpendicular, en el caso de los implantes ocurre de
forma paralela, favoreciendo la infeccién bacteriana y la inflamacion®*.

No es de extrafiar por tanto, que a pesar de la elevada tasa de éxito, el numero
absoluto de fracasos de implantes dentales resulte significativo, causando un impacto
econdmico y social tanto en los pacientes como en los profesionales. Los casos que se dan
suelen ser consecuencia de infecciones, que pueden ocasionar una pérdida ésea acelerada,
con la consecuente pérdida del implante a largo plazo. Este tipo de afectacion se conoce
como enfermedades periimplantarias, que se definen como una infeccién e inflamacién de
la superficie del implante y de los tejidos periodontales que conlleva a la destruccion del
tejido blando y del tejido 6seo, con la consiguiente pérdida del implante’. Podemos
diferenciar entre mucositis periimplantal, lesion inflamatoria en la encia, o periimplantitis,
gue afecta a los tejidos periodontales. Asi, las complicaciones que se pueden dar tras la
implantacion del implante dental, entre otras causas, pueden ser debidas a la pobre
integracion de éste al tejido blando, que no posibilita la proteccidén bacteriana que se daria
de forma natural.



Diente Implante

Encia M1
" B 'b:_______._—l—- Corona

Ligamento

periodontal T~ v
Cemento =~ |

Hueso
= I

S ;
alveolar Tornilla del

implante

Figura 2. Comparacion de los tejidos periodontales que envuelven el diente natural y un implante dental™.

De esta manera, la prevencién de la aparicion de periimplantitis se conseguiria
favoreciendo un sellado efectivo alrededor del pilar del implante, imitando la organizacién
del tejido blando en la fijacidén natural de la encia al diente. Se ha visto como las propiedades
de la superficie del implante tienen una influencia en la adhesion y diferenciacidén de células
como los fibroblastos gingivales, de tal manera que algunos estudios han demostrado que
una cierta rugosidad en la superficie del implante favorece la formacién de tejido blando
alrededor del pilar de los implantes’. En ese caso, no es de extrafiar que en la mejora de las
caracteristicas de los implantes se despierte interés por el desarrollo de superficies de
titanio que mejoren esta integracion.

Asi pues, de entre las diferentes estrategias que se estan desarrollando para
favorecer la integracion de las encias al implante, se encuentra la formacién de estructuras a
nanoescala®. La nanociencia otorga la posibilidad de mejorar las propiedades bioldgicas de
los implantes mediante la formacién de nanoestructuras en su superficie®. Recientes
estudios han demostrado que células como los osteoblastos estan mas familiarizadas a un
ambiente en nanoescala que en microescala. Por consiguiente, las nanoestructuras
presentes en la superficie de los metales pueden tener efectos positivos en el
comportamiento celular, como en la adhesion, proliferacién, supervivencia 'y diferenciacién’.

Es por ello que en el presente TFG nos planteamos si la nanoestructuracion de
superficies de titanio puede favorecer la formacion de tejido blando alrededor del implante.

1.3. Nanoestructuras

Los origines de la formacién de nanoestructuras datan del afno 1991, con la creacidn
de nanoestructuras de carbono por el grupo de Iijimag. Estos tipos de nanoestructuras se
aplican sobretodo en el campo de la microelectrdnica. A raiz de estos avances, y en busca de
nanoestructuras con nuevas propiedades y aplicaciones, como biomédicas, fotoquimicas,



eléctricas o medioambientalesg, la atencidn se centrd en la formacion de nanoestructuras de
aluminio. Fue en el afio 1995, por Masuda vy Fukuda®, gue se conseguian las primeras
estructuras autoensambladas altamente ordenadas de oxido de aluminio, Al,Os En
consecuencia, muchos de los principios de los mecanismos de formacién de nanoestructuras
de aluminio, se pudieron trasladar para la formacidn de éstas en otros metales’. De esta
manera mas adelante se propusieron otros candidatos que también fueran capaces de
formar oxidos estables en su superficie, algunos metales de transicidon como puede ser el
Titanio, Zinc, Tantalio, Vanadio, entre otros™™.

De entre éstos, no es de extrafar que el crecimiento de nanoestructuras
autoensambladas del éxido de titanio, TiO,, este en el foco de las investigaciones actuales™.
El titanio es uno de los materiales mas utilizados para implantes, debido a sus grandes
propiedades, como una buena ductilidad, alta resistencia mecanica, resistencia a la
corrosion, pero sobre todo por su excepcional biocompatibilidads'g. Por ende, el titanio es
uno de los materiales mas estudiados para la formacion de nanoestructuras, con el objetivo
de mejorar alin mas las propiedades bioldgicas de éste®.

1.3.1. Formacion de nanoestructuras

Podemos encontrar una gran variedad de métodos fisico-quimicos para la
preparacion de superficies nanoestructuradas, como puede ser la oxidacién térmica,
pulverizacion magnética, deposicion de una capa atdmica, laser pulsado, tratamientos
hidrotérmicos, electrodeposicién u oxidacién anédica®'*. Es precisamente esta ultima la mas
comun en la formacién de superficies nanoestructuradas. La oxidacién anddica es una
técnica econdmica, simple y muy versatil que permite la nanoestructuracion de una gran
variedad de metales y aleaciones de éstos, y su principal ventaja es la uniformidad y el
control del tamafio de las nanoestructuras resultantes®*>.

Por tanto, podemos definir la oxidacion anddica como el proceso acelerado de
oxidacién electroquimica, que permite la formacidon de una capa de éxido en una superficie
metalica susceptible. Habitualmente los experimentos de anodizacidon se llevan a cabo en
una celda electroquimica con dos o tres electrddos, donde encontramos una ldmina del
metal seleccionado como anodo, una lamina de platino como catodo, y en el caso de una

1213 De esta manera, se aplica

celda con tres electrddos, un electrodo de referencia de plata
una corriente eléctrica mientras los electrédos estan sumergidos en el electrdlito, que puede

Ser acuoso u organico (Figura 3).
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:;.-—'- ' Figura 3. Esquematizacion de un experimento de
anodizacion eléctrica. Se muestran dos electrédos
Cl'x sumergidos en el electrdlito, al cual se le aplica una
corriente eléctrica, originando la oxidacion de la
superficie del metal y la formacion de una capa sélida de
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Cuando estos metales son expuestos a un cierto voltaje, tiene lugar la primera
reaccion de oxidacién (Ecuacion 1):

M -> M™ + ne” (1)

Llegados a este punto y dependiendo principalmente del electrélito y los parametros
de anodizacidn, a continuacién pueden tener lugar un total de tres reacciones®’:

1) El ion M™* se disuelve en el electrdlito; el metal se disuelve constantemente, de manera
gue se puede observar la corrosién de éste.

1) El idn M™* reacciona con 0%~ (procedente del agua en el electrélito) formando una capa
compacta de Oxido en la superficie del metal. Estableciéndose la siguiente reaccidn
(Ecuacion 2):

M™ + H,0/OH™ — M(OH), » MO (2)

[Il) Bajo condiciones mas especificas, se puede originar una competicion entre la disolucién
y la formacidn del 6éxido, resultando en la formacidén de nanoestructuras autoensambladas
del MO.

Cabe destacar que la posibilidad de crecer capas compactas de éxido de un grosor
considerable mediante oxidacién anddica ya se conocia desde hace mas de 50 afios®, no
obstante no fue hasta el afio 1999 que se obtuvieron las primeras nanoestructuras
autoensambladas de TiO, por anodizacién en electrdlitos con fluorhidrico'. Esto es debido a
qgue el TiO, es un compuesto muy estable y tan solo unos pocos compuestos inorganicos,
como el HF o H,0,, tienen la capacidad de disolverlo®. Asi parece ser que la adicidn de iones
de fluorhidrico al electrdlito puede ser la clave para la formacion de nanoestructuras
autoensambladas’.



En consecuencia, muchos autores concuerdan en que la formacidon de
nanoestructuras de TiO, en electrélitos con fluorhidrico responde a dos procesos

opuestos®'**?

. El primero es la oxidacion de la lamina de Ti para la formacion de la capa
compacta de TiO, (Ecuacion 3), y el segundo proceso es la disoluciéon quimica de esta capa

de oxido (Ecuacion 4):

Ti+ 2H,0 - TiO, + 4H* + 4e~ (3)

TiO, + 4H*6F~ - [TiFs]*™ + 2H,0 (4)

El ion fluoruro F~ en estas reacciones juega un papel muy importante debido a dos
efectos fundamentales. Por una parte, por la habilidad de formar los complejos
solubles [TiF4]?~, y por otra parte, por la capacidad de atravesar la capa de TiO, y ser
transportado a través de ésta por el campo eléctrico, compitiendo con el transporte de iones
0?%~. Este hecho lleva a la disolucién de la capa de 6xido, dado que se evita la precipitacién
del titanio con el oxigeno, y se favorece la formacién de [TiFg]?~, impidiendo asi la
formacién de la capa compacta de Tio5%. Algunos autores afirman que se forma una capa
rica en fluorhidrico en la interfase del metal y el éxido, que podria tener un papel relevante
en la morfologia de la nanoestructura®.

Como consecuencia, la formaciéon de las nanoestructuras en electrélitos con
fluorhidrico tiene un comportamiento muy singular en el que se diferencian tres fases, que a
la vez representan una curva voltaje-tiempo muy caracteristica (Figura 4). En la primera fase,
se origina la capa compacta del éxido, equivalente a la caida exponencial del grafico. En la
segunda fase, la superficie se ha activado parcialmente y ha empezado el crecimiento al azar
de los poros. En la ultima fase, transcurrido un cierto tiempo los poros individuales
interaccionan mutuamente y se inicia una "competiciéon" por el voltaje disponible. Este
entorno lleva a una situacion en la cual los poros se autoordenan para recibir de manera
unitaria la misma corriente disponible®.

p—

/Cnnpuri TiO, layer

0 Ti

. Initial porous
A l Com pa‘c‘:llyer structure

[ _ \ G

Figura 4. Curva voltaje-tiempo | Sl

representativa del proceso de

1l ) T

UJ “J Self-organized nanotube layer
= ‘HE N I

|

|

porous oxide (PO) ARRN |
‘o |

||

.z 8,9
formacion de nanoestructuras . (I)

fase en la que se origina la capa

compacta de oxido. (ll) fase con
crecimiento al azar de poros. (lll) fase S

——————- compact oxide (CO) [ ||-|" o ]
en la cual los poros se autoordenan. s | 2 i




1.3.2. Transicion de una morfologia porosa a una morfologia tubular

Hay que tener en cuenta, que en la literatura muchas veces en referencia a las
nanoestructuras se diferencia entre nanoporos y/o nanotubos. Por una parte, algunos
autores afirman que la distincién entre ambas morfologias, porosa o tubular, a dia de hoy no
estd totalmente esclarecida, y que la diferencia entre ambas es cuestién de semantica,
usando los términos indistintamente®.

Por otra parte, otros autores defienden que durante el proceso de formaciéon de
nanoestructuras, existe una transiciéon continua desde una morfologia porosa hexagonal a
una morfologia tubular (Figura 5). Parece ser que la explicacion mas aceptada es el hecho
que durante el crecimiento del dxido, se produce la acumulacién del fluorhidrico en los
bordes de las estructuras, entre los poros, de tal manera que estas regiones son mas
susceptibles a la disolucion quimica del 6xido. Con el paso del tiempo, la disolucidn selectiva
del 6xido origina una morfologia en forma de v "v-shaped"”, en la que la parte superior de los
tubos formados tiene las paredes mucho mas delgadas que la parte inferior® (parece ser que
la disolucion de la capa interna de TiO, es mas rdpida en la parte superiorg). Se originan asi
los "espacios" entre las estructuras, llevando a la formacién de morfologias tubulares
individuales.

La formacion de nanotubos esta definida por las condiciones electroquimicas en que
se realiza la anodizacidn. Se considera que la evolucion a la morfologia tubular del éxido esta
determinado principalmente por la concentracion del fluoruro y el contenido de agua en el
electrélito, que determinaran la agresividad quimica de éste y por tanto la disolucion de las

91617 'E| contenido de agua en el electrélito tiene un doble efecto en

paredes entre los poros
la formacion de las nanoestructuras, por una parte es necesaria para la formacién de la capa
de 6xido, pero por otra parte también acelera la disolucidn de ésta misma®. Si hay un bajo
contenido en agua, se podrd observar la transicion a nanotubos debido a que no se ha
podido formar capa de dxido de gran espesor, por lo que las paredes van a ser mas delgadas,
hecho que facilita su disolucién®. Ahora bien, si aumentamos el contenido de agua se
producira una mayor disolucion de las paredes, hecho que también conduce a la formacion

de nanotubos®®.
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Figura 5. Transicion de nanoestructuras con una morfologia porosa a una tubular” .



Es en este punto que entra en juego otro factor muy importante en la transicién de la
morfologia, y del cual muchos autores no tienen en cuenta en sus investigaciones, como es
el envejecimiento del electrélito. El envejecimiento del electrélito implica anodizaciones
repetidas de laminas de prueba, previas a la anodizacion con la lamina de Ti. Se ha
demostrado que en electrélitos nuevos, sin previas anodizaciones, hay muchas limitaciones
en la formacidén de las nanoestructuras, y sobre todo en su transicion a la morfologia tubular.
Este hecho puede ser debido a las diferencias en las propiedades del electrélito que se
originan tras las anodizaciones, sobre todo en cuanto a la concentracién de agua y fluoruro,
factores mas limitantes en la transicién®’. Con el envejecimiento se consigue incrementar la
concentracion de [TiFg]?>~ en el electrdlito a la vez que alcanzar un contenido de agua
estable, adecuado para la morfologia tubular.

Vemos entonces como el envejecimiento del electrdlito es un factor muy importante
a tener en cuenta, y que no es sencillo establecer las condiciones ideales para la transiciéon
de morfologia, con lo que en muchos experimentos, esta morfologia tubular no se llega a
conseguir, y se obtiene la morfologia porosa hexagonal.

1.3.4. Factores que influyen en la formacion de nanoestructuras

A partir de lo descrito anteriormente, se anticipa que son muchos los factores que
determinan la formacion de las nanoestructuras. Ademas, los citados factores no solamente
pueden afectar a la formacion especifica de la morfologia tubular, sino también pueden
tener un efecto directo en muchos mas aspectos morfologicos como es la longitud, el grosor
o bien el didametro de las nanoestructuras.

En primer lugar, uno de los factores clave que influencian la formacién de las
nanoestructuras es la composicion del electrélito. Los ensayos de anodizacién del Ti se
realizan tanto con electrélitos acuosos como organicos, siendo las soluciones de glicerol o
etilenglicol los electrélitos organicos mas comunes. Las estructuras formadas en estos
electrélitos presentan diferencias debido sobre todo a la viscosidad del electrdlito, puesto
gue afectara a la movilidad de los iones presentes en la solucién y asi a la conductividad
eléctrica del ensayo, siendo mds baja en electrdlitos organicos’. Se ha visto como los
nanotubos formados en electrdlitos orgdnicos, debido al bajo contenido de agua, tienden a
ser en comparacion con los acuosos, mas largos, con diametros mas grandes, y paredes mas
estrechas”®®. Otro aspecto del electrélito a tener en cuenta es la concentracién de agua y de
fluoruro, cuyo papel en la transicién a una morfologia tubular ya se ha comentado. Resulta
gue ademds, ambos parametros presentan efectos opuestos en la formacién de las
nanoestructuras, de tal manera que mientras el incremento del porcentaje de agua en el
electrélito resulta en un didmetro mayor pero una longitud menor de los tubos, el
incremento de la concentracién de fluoruro resulta en tubos con menor didmetro, pero un
incremento en su Iongitudle.



Otros factores de gran influencia en la morfologia de las nanoestructuras son el
tiempo vy el voltaje de la anodizacién. Por una parte, se ha demostrado que un incremento
en el tiempo de la anodizacidon incrementa la uniformidad y distribucion de los poros,
teniendo un efecto lineal sobre su longitud®®. Sin embargo se ha visto que este efecto puede
ser limitado, puesto que se establece un equilibrio entre el crecimiento del 6xido y su
degradacion. Por ejemplo, la longitud de los tubos en un electrdlito con pH bajo esta
limitada a unos 500-600 nm°. Este efecto se observa sobre todo en electrdlitos organicos,
con bajo contenido en aguag’la. Por otra parte, el voltaje aplicado en la anodizacion es el
factor mas importante que determina el didmetro de los tubos. Se ha visto que el diametro
de los tubos incrementa de forma dependiente a medida que incrementa el voltaje de la
anodizacion®®. En particular, en el caso de las nanoestructuras de TiO, se puede obtener una
gran variedad en los didametros de los nanotubos. Este nivel de control amplia aun mas las
posibles aplicaciones de las nanoestructuras, principalmente biomédicas®.

Se ha demostrado que la temperatura de la anodizacidon también es importante para
definir la morfologia final de los nanotubos. Puede tener influencia tanto en el grosor como
en la longitud de los tubos. Algunos autores han publicado que con un cambio de
temperatura de 50 a 5°C, tanto el grosor como la longitud de los nanotubos incrementaba
de forma significativa®®.

Otro factor que afecta a la morfologia y al cual puede no prestarse mucha atencion,
es el interespacio entre el anodo y el catodo durante el proceso de anodizacion. Este factor
tiene consecuencias sobre todo en la conductividad y concentracion del electrdlito, en
especial en electrdlitos organicos, efecto que se observa sobre todo en el interespacio de las
nanoestructurasy en el didmetro™*8.

El grosor del metal a anodizar, como pueden ser las |laminas de Ti, también puede
afectar a la morfologia de las nanoestructuras formadas. De esta manera, con laminas muy
delgadas, se puede llegar a un equilibrio entre la anodizacién y la disolucién del 6xido
resultando en la formacién de nanotubos, ahora bien con laminas con demasiado grosor
solamente se llevaria a cabo la disolucién y no se formarian nanotubos®®.

Por ultimo, se debe tener en cuenta también los tratamientos pre o post
anodizacidon que pueden mejorar la morfologia de las nanoestructuras, como pueden ser el
pulido de la ldmina o la doble anodizacion®®. En ésta Ultima, se lleva a cabo un primer paso
de formaciéon de nanoestructuras. A continuacién la capa formada se elimina,
permaneciendo en la superficie de la [dmina un especie de guia que marcardan el inicio del
crecimiento de los nanoporos durante el segundo paso de anodizacién, generando una
nueva capa uniforme de nanotubos. Este procedimiento es habitual cuando se utilizan
electrélitos con etilenglicol o un pH alto, condiciones en las que aparecen en la superficie de
los nanotubos un precipitado inesperado, que dificulta la formaciéon de una superficie
uniforme y/o su uso en algunas aplicaciones biomédicas™.



2. Objetivos y planteamiento experimental

El objetivo del proyecto en el que se enmarca el presente TFG es desarrollar
superficies de titanio que mejoren la integracién de la encia al pilar del implante, evitando
asi complicaciones a largo plazo y el posterior fracaso del implante. Para ello, se pretenden
desarrollar nanoestructuras que ademds de mejorar la integracién de la encia al implante,
también disminuyan la adhesion bacteriana y formacién de biofilms. Un estudio reciente ha
descrito que los nanoporos de pequefio didmetro tienen mayor efecto que nanotubos del
mismo didmetro, en sus efectos antibacterianos®®.

De esta manera, el presente TFG se definieron dos objetivos especificos:

1 Formacién controlada de nanoestructuras porosas autoensambladas de TiO, con

diferentes tamafos de didmetro.

Para lograr este objetivo, se probaron diferentes condiciones durante el proceso de
oxidacién anddica de laminas de Ti. Asi, se varid el voltaje aplicado y el interespacio entre
anodo y catodo y se caracterizaron las superficies obtenidas por microscopia electrénica.

2 Evaluar la biocompatibilidad y el efecto in vitro de las diferentes superficies de TiO,

nanoestructuradas en cultivos celulares de fibroblastos gingivales humanos.

Con este fin, se realizaron cultivos celulares de fibroblastos gingivales humanos
(HGF), un buen modelo de estudio debido a sus caracteristicas y funciones, implicadas
precisamente en la generacién de MEC, que posibilita el sellado en el diente natural. Se
utilizaron dos donantes diferentes y se evalué el efecto de las diferentes superficies
obtenidas sobre la toxicidad, actividad metabdlica, produccidn de coldgeno y expresion
génica.

3. Métodos

3.1. Formacion de nanotubos y caracterizacion morfologica

Los nanotubos autoensamblados de TiO, se han formado en laminas de titanio por
oxidacién anddica, haciendo uso de una célula electroquimica con dos electrédos y una
fuente de alimentacion (Metrohm Autolab BV, Utrecht, Holanda). El método se ha

20222 Antes de la anodizacion, las ldminas de titanio se

optimizado en base a estudios previos
limpiaron por sonicacion en acetona, etanol y agua, 5 min respectivamente, y secadas con
corriente de nitréogeno. Para este procedimiento se utilizaron como anodo, |laminas de Ti
(99,7% de pureza) de 8,5 cm de largo x 0,7 cm de ancho y de 0,127 mm de grosor (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). Como catodo se utilizd el electrodo de platino (Metrohm). La
anodizacion se realiz6 a temperatura ambiente en un electrdlito organico compuesto por 0,1

M NH4F (Sigma-Aldrich), 1M H,0 y etilenglicol de pureza 99,5% (Sigma-Aldrich), previamente
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envejecido durante 6 horas y media. Se llevd a cabo una doble anodizacion de la [dmina de Ti
a diferentes voltajes, una primera anodizaciéon de 30 min y una segunda de 10 min, con un
paso de depilacién intermedio con celo Scotch® Magic'™ (3M, Cergy-Pontoise, France)
(Figura 6). Para conseguir diferentes didmetros de nanoporos se realizaron las anodizaciones
a distintos voltajes y distancias entre los electrédos: NP-A (12 anodizaciéon 35V, 22
anodizacion 1 V, ambas a una distancia de 2,5cm), NP-B (12 anodizacién 60V, 22 anodizacion
10V, a una distancia de 5cm), NP-C (12 anodizacion 60V, 22 anodizacidn 60V, a una distancia
de 5cm). La condiciones de voltaje y tiempo fueron modificados y monitorizados
continuamente haciendo uso del software Nova 2.0 (Metrohm). Antes de su utilizacién para
el cultivo celular, las muestras fueron pasteurizadas a 90 °C 30 min®.

Para caracterizar los diferentes nanotubos resultantes se realizéd un recubrimiento
con oro, y se tomaron fotografias mediante microscopia electrénica de barrido con un
microscopio HITACHI S-3400N (Hitachi High-Technologies Europe, Krefeld, Alemania) en
modo de electrones secundarios, a 40 Pa de presion y 15 kV de voltaje de aceleracién. La
medida del tamafo de los didmetros de los nanotubos se realizé evaluando un total de 60
nanoporos diferentes de cada muestra haciendo uso de la herramienta del software de
Imagel (Rasband, W.S., Imagel, US National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

Figura 6. Imdgenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) del proceso de formacién de
nanoestructuras de Ti. A) Nanoporos tras el primer paso de anodizacion. B) Nanoporos presentes en el celo
Scotch® tras la depilacion de los nanoporos. C) Nanoporos en la Iémina de Ti tras el proceso de depilacion. D)
Nanoporos formados tras el sequndo paso de anodizacion. E) Extremos de los nanoporos formados sobre la
Idmina de Ti después de la doble anodizacion. La barra amarilla indica un tamafio de 2 um.

3.2. Cultivo celular

Se utilizaron dos donantes diferentes de fibroblastos gingivales humanos (HGF)
(Provitro GmbH, Berlin, Alemania): HGF-A (27 afios, mujer, caucasica, niumero de lote
313X100401) y HGF-C (47 afios, hombre, caucdsico, nimero de lote 323X070501). Las células
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se sembraron a una densidad de 7x10° células/muestra, cultivadas en unas condiciones
estandar de 379C y atmodsfera humeda de 5% de CO2 y en un medio de cultivo DMEM
GlutaMAX con bajos niveles de glucosa (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) suplementado
con un 10% (v/v) de suero fetal bovino (Biosera, Boussens, Francia), 100 pug/ml de penicilina
y 100 pg/ml de estreptomicina (Biowest, Nuaille, Francia). El cambio de medio se realizd
cada dos dias. A partir del primer cambio de medio, el medio se suplementé con 50 ug/ml de
acido ascoérbico (Sigma-Aldrich). El 4cido ascérbico es esencial para la sintesis de
hidroxiprolina, que es a su vez necesaria para estabilizar la triple hélice del colégeno“. Asi, al
suplementar el medio se favorece la deposicion del colageno secretado, puesto que de no
hacerlo el procoldgeno no se procesaria y seria descartado con cada cambio de medio®.

3.3. Citotoxicidad

La presencia de actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) en los medios de cultivo
tras 48h de incubacidn se utilizé como un indicador de muerte celular. La LDH es un enzima
citoplasmatico estable, presente en todas las células, que cataliza la conversion de lactato a
piruvato. La LDH se libera cuando se dafia la membrana pldsmatica. Asi, los niveles de
actividad LDH liberada al medio de cultivo se utiliza como un indicador de citotoxicidad.

La determinacién de LDH en los sobrenadantes se realizdé mediante un test
enzimatico colorimétrico comercial después de 30 min de incubacion de 50 pl de medio de
cultivo junto con 50 pl de mezcla de reaccién a temperatura ambiente, midiendo la
oxidacién de NADH a 490 nm en presencia de piruvato, segun las indicaciones del fabricante
del kit (Cytotoxicity Detection kit, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania).

Los resultados se presentan relativos a la actividad de células crecidas sobre plastico
(control negativo, 0% de muerte celular) y a las células crecidas sobre plastico y tratadas con
Tritdon X-100 1% (surfactante no idnico, control positivo, 100% de muerte celular). Se
analizaron 6 replicados (n=6) para cada grupo y donante.

3.4. Adhesion celular

La adhesion celular se cuantific6 usando PrestoBlue®, reactivo de viabilidad de
células vivas basado en resazurina (Life Technologies, Carlsbad, CA, EEUU). Cuando el
reactivo de PrestoBlue® se afiade al medio, el ambiente reductor en las células viables
convierte el reactivo en un colorante rojo fluorescente intenso, cambio que puede ser
determinado espectrofotométricamente.

Para determinar la adhesién celular, las |ldminas de Ti de los diferentes grupos se
montaron en flexiPERM® (Sarstedt, Nimbrecht, Alemania), en los cuales se sembraron HGF
del donante C a una densidad de 7x10° células/pocillo. Se realizaron sixtiplicados de cada
grupo. Transcurridos los 30 min de adhesidn, el medio fue aspirado, y las células lavadas dos
veces con PBS (Biowest, Nuaillé, Francia) y a continuacion se afiadieron 100 pl de medio de
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cultivo fresco en cada pocillo, junto a 10 ul de PrestoBlue®. Al mismo tiempo y con las
mismas condiciones se prepard una curva estandar por triplicado (contiene una cantidad de
células conocida). Tanto las muestras como el estandar se incubaron 24h a 379C, 5% de
CO2. Al dia después, se realizo la lectura de la absorbancia del medio a 570 nm y 600 nm.
Los calculos se realizaron siguiendo el protocolo del fabricante. El nUmero de células se
calculd por extrapolacion®.

3.5. Actividad metabdlica

Se determiné la actividad metabdlica total en los dias 7 y 14 de cultivo de HGF-A y
HGF-C sobre diferentes laminas de Ti de cada grupo en placas de 24 pocillos. Se realizaron 6
replicados (n=6) de cada donante y grupo. Se afiadieron 10 pl de PrestoBlue a las células con
100 ul de medio de cultivo y se realizé la lectura de la absorbancia a 570 nm y 600 nm
después de una incubacidn de 30 min a 37°C. Los calculos se realizaron siguiendo el
protocolo del fabricante y se representaron respecto al Ti.

3.6. Aislamiento de ARN y analisis de la expresion génica mediante RT-PCR
3.6.1. Aislamiento de ARN

El ARN total se aislé utilizando el reactivo Tripure® (disolucién monofasica de fenol y
tiocianato de guanidina, Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania), mediante extraccién
fenol-cloroformo y posterior precipitacién por antisolvencia con isopropanol, de acuerdo
con el protocolo del fabricante. La extraccién fenol-cloroformo se usa ampliamente para
aislar acidos nucleicos y se basa en la separacién por diferencia de solubilidad del ARN, el
ADN vy las proteinas en dos fases liquidas inmiscibles entre si. En primer lugar, las células se
lisan con isotiocianato de guanidina, lo que provoca su disrupcién y desnaturaliza nucleasas
endogenas. Al aifadir cloroformo sobre la muestra se produce la separacion en tres fases: 1)
fase acuosa que contiene ARN, 2) interfase blanca que contiene ADN y 3) fase organica que
contiene proteinas. De esta manera, se separa la fase acuosa del resto, se afade
isopropanol para precipitar el ARN y se lava el precipitado con etanol 75%.

El ARN total se cuantificé mediante la lectura de la absorbancia a 260 nm utilizando
un espectrofotémetro Nanodrop (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Mediante
el kit “High Capacity RNA to ADNc” (Applied Biosystems), se realizé de cada muestra la
transcripcion inversa de la misma cantidad de ARN a 37 °C durante 60 min con un volumen
final de 20 ul27. Para llevar a cabo la RT-Q-PCR se hizo una dilucién 1/7 de cada ADNc
obtenido.

3.6.2. Analisis de la expresion génica mediante RT-PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (RT-PCR) es una técnica
cuantitativa, sensible y rapida para la deteccidon de secuencias especificas de ARN mensajero
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(mARN). La RT-PCR utiliza el ADNc como un “molde” para amplificar (replicar) los genes
seleccionados utilizando cebadores especificos (primers o iniciadores). La cuantificacién de
los genes especificos se puede realizar gracias a la monitorizacion de la reaccion de
amplificaciéon mediante la deteccidén por fluorescencia del SYBR green, un compuesto de la
familia de las cianinas que se afade a la mezcla de reaccién y que se intercala en el ADN
bicatenario (dsADN) emitiendo fluorescencia. El incremento en la sefial de fluorescencia es
proporcional a la cantidad de ADN sintetizado durante cada ciclo de amplificacién. El ciclo en
el que se empieza a detectar el aumento de fluorescencia se denomina punto de corte (Cp,
crossing point) y es inversamente proporcional a la concentracién inicial de ADN diana
presente en la muestra. De esta manera, valores bajos de Cp se relacionan con elevados
niveles de ADN inicial. Para cuantificar relativamente los niveles de mARN de cada gen, se
construyen curvas de calibrado para cada gen de referenciay de interés.

La RT-PCR se realizd6 para dos genes de referencia, el gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) y la B-actina, y para genes diana relacionados con la formacion de
MEC de los fibroblastos, descritos mas adelante. Las secuencias de los distintos cebadores
utilizados se muestran en la Tabla 1.

La RT-PCR se llevd a cabo mediante el Lightcycler 480® (Roche Diagnostics,
Alemania), usando para la deteccion el SYBR Green. Para cada reaccidn, se afiadieron 7 pl del
“Lightcycler-FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green ", 0,5 uM de cada primer especifico (el
sentido y el antisentido) y 3 ul de la disolucién de ADNc en un volumen total de 10 pl. Se
siguid el programa estandar de PCR con una etapa de preincubacién para la
desnaturalizacion de la doble cadena de ADNc (952C), seguido de 45 ciclos con 3 etapas: una
etapa de desnaturalizacion (952C), una etapa de hibridacion del primer (602C) y una etapa
de elongacién (729C), de 10 segundos cada una. En cada ensayo se incluyé un control
negativo sin ADNc molde®®%.

Se calcularon las eficiencias de las reacciones desde las pendientes obtenidas con el
software Lightcycler 480. A partir de los productos de la PCR obtenidos se llevd a cabo un
anadlisis de la curva de melting para confirmar la especificidad de la reaccidén. Se
construyeron curvas de calibrado para cada gen evaluado, para poder determinar la
cuantificacion de su expresion relativa. A partir de los Cp de las muestras problema vy las
curvas de calibrado se pueden cuantificar los niveles relativos de mARN, que se expresan
como un ratio entre el gen diana y la media de los genes de referencia.

Los genes diana elegidos definen distintos aspectos relacionados con las funciones de
los fibroblastos gingivales, como la produccion y organizacion de la matriz extracelular. En el
presente trabajo se estudiaron los siguientes:

eColageno | al (COL1A1) y coldgeno Il a1(COL3A1): El tejido conjuntivo gingival esta
constituido por una red densa de fibras de coldgeno que proporciona firmeza a la encia y
sujecion al diente y al hueso alveolar. El colageno tipo | y Ill son colagenos fibrilares. El de
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tipo | representa el 90 % del coldgeno de todo el cuerpo y el de tipo Il se asocia a cicatrices
no fibrosas'.

eDecorina (DCN): Pequefio proteoglicano del tipo dermatan sulfato constituyente de
la MEC. Se une a las fibrillas de colageno tipo | y a las fibras TFG-B (transforming growth
factor beta), facilitando el ensamblaje de la matriz. Por tanto, la falta de decorina inhibe la
formacién de fibrillas de coldgeno y su organizacién®.

eMetaloproteinasa de matriz extracelular | (MMP1): Las MMPs son unos de los
enzimas mas importantes en la remodelacion de la MEC. Degradan proteinas de la matriz
tales como coldgeno vy fibronectina en condiciones normales. Concretamente la MMP1 o
colagenasa |, es especifica del coldgeno tipo Iy 11113,

eInhibidor de Metaloproteinasa | (TIMP1): Los TIMPs pueden inactivar
permanentemente a las MMPs favoreciendo su degradaciéon. TIMP se une a MMPs y como
resultado el complejo formado es reconocido por un receptor especifico y fagocitado por
macréfagos™.

Tabla 1. Cebadores utilizados en la RT-PCR de los genes de referencia y los genes diana®’. S:
sentido. A: antisentido. pb: pares de bases.

Tamaiio GenBank n°

Gen Secuencia del cebador (5'-3') (pb) de acceso

Colageno | al (COL1A1) i:_ ’ﬁéfT%AAT géTCTCgéngTACTTC 122 NM_000088.3

Coldgeno 1l a1 (COL3A1) i Gcgigéﬁgzg‘ggfgéggzigl 190 NM_000090.3

. . S: TGTCAGGGGAGATCATCGGGAC
Metaloproteinasa de la matriz extracelular (MMP1) A: TGGCCGAGTTATGAGCTGCA 177 NM_002421.3

Inhibidor de Metaloproteinasa |(TIMP1) iTr;CGCfCAGCAC;ggggﬁTF?‘F(CEEgC 144 NM_003254.2

. S: ATCTCAGCTTTGAGGGCTCC
Decorina (DCN) A GCCTCTCTGTTGAAACGGTC 146 NM_001920.3

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) i LiCGAéCgAAg'?TAéi-I-GGTiT?AG: 87 NM_002046.3

. S: CTG GAA CGG TGA AGG TGA CA
B-Actina (ACTBL2) A: AAG GGA CTT CCT GTA ACA A 140 NM_001101.3

3.7. Cuantificacion de colageno

Después de 14 dias de cultivo celular, las células fueron lavadas con H,0, incubadas
1h a temperatura ambiente y congeladas a -80 °C durante 1h. Una vez descongeladas se
realizaron alicuotas de 100 ul en una placa de 96 pocillos. Posteriormente las células fueron
incubadas a 37 °C en una atmdsfera hiumeda overnight seguido de una incubacion de 24 h a
37 °C en una atmadsfera seca. El colageno fue tefiido con 0,1% (w/v) Sirius Red F3BA (Sigma-
Aldrich) en acido picrico saturado (Sigma-Aldrich) durante 1 h a temperatura ambiente. Se
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realizé un lavado con 10 mM HCl y el colorante fue solubilizado con 0,1 M NaOH. La lectura
de la absorbancia se llevé a cabo a 540 nm. Los resultados se compararon con un estandar
de coldgeno (Calf skin type I Collagen, Sigma-Aldrich) incluido en el ensayo®??. Se
realizaron triplicados de los dos donantes (n=6).

3.8. Analisis estadistico

Todos los datos se representan como valores medios + EEM (error estandar de la
media). Las pruebas de normalidad se realizaron mediante el test de Kolmogorov-Smirnov
para asumir distribuciones paramétricas o no paramétricas. El efecto de los diametros de los
nanoporos se evalué mediante un analisis ANOVA y cuando los resultados mostraban
efectos interactivos significativos, se realizd un analisis post hoc mediante t-Student para
buscar las diferencias significativas entre los grupos experimentalesal’sz. El andlisis
estadistico se realizd con el software SPSS para Windows versién 17 (SPSS, Chicago, IL USA).
Los resultados fueron considerados estadisticamente significativos con valores de p<0,05.
Para realizar las representaciones graficas se utilizd el software GraphPad Prism v 5.00 para

Windows (GraphPad Software, San Diego, California, USA).

4. Resultados y discusion
4.1. Obtencion de nanoestructuras de diferente diametro

La formacidén controlada de nanoestructuras porosas autoensambladas de TiO, de
diferentes diametros, ha sido el primer paso necesario para posteriormente evaluar la
respuesta celular de HGF a estas nanoestructuras. Asi pues, en la Figura 7, se muestra la
caracterizacion de las nanoestructuras obtenidas. Por un lado podemos ver como las
imagenes de SEM revelan que tras el proceso de oxidacion anddica, llevado a cabo bajo las
condiciones especificas seleccionadas (explicadas en el apartado de Métodos), obtenemos
nanoporos bien definidos en las superficies tratadas, mostrando gran diferencia con las
superficies de Ti sin tratar. Ademads ya se observan las diferencias en el diametro de éstos,
siendo las diferencias entre los grupos significativas. Asi pues, los nanoporos del grupo A
(NP-A), mostraron un didmetro de 26,4 + 0,8 nm, los del grupo B (NP-B) de 47,2 £+ 0,9 nmy
finalmente los del grupo C (NP-C) de 64,1 + 1,7 nm. Estos resultados, respaldan la
9,13 yal
interespacio entre el anodo y el catodo”. Por una parte, se observé que a mayor voltaje se

dependencia del diametro de los nanoporos al voltaje aplicado durante la anodizacién

obtenia un mayor didmetro de poro. Los nanoporos de mayor didmetro (NP-C), se
obtuvieron aplicando el voltaje mas alto en la 22 anodizacién, de 60 V. Al cambiar este a 10 V
(NP-B), el tamarfio del poro se vio reducido significativamente. Si bien durante el desarrollo
del presente trabajo observamos que a partir de un voltaje determinado y en las condiciones
de anodizacion que utilizdbamos, disminuir el voltaje no resultaba en un menor diametro de
poro (datos no mostrados). Por consiguiente, disminuimos el interespacio entre el anodo y el
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catodo, ademas de aplicar voltajes mas pequeios (12 anodizacién 35V, 22 anodizacion 1V),
consiguiendo obtener asi didmetros mas pequefios (NP-A), demostrando que el factor del
interespacio entre los electrédos juega también un papel importante en determinadas
condiciones. A pesar que en nuestro caso disminuir el interespacio nos permitié conseguir
un grupo de superficies con didmetros significativamente mds pequefios, estudios
publicados describen como el aumento del interespacio se traduce en una disminucion del
didmetro del poro®®, si bien el resto de condiciones de anodizacién difieren de las utilizadas
en este trabajo. Estos resultados ponen de manifiesto que el efecto del interespacio entre
los electrédos es dependiente de las otras condiciones del ensayo, ya sea el voltaje, tiempo
de anodizacién, tipo de electrolito, etc.

80

t1
60

40

Diametros (nm)

20

NP-A NP-B NP-C

Figura 7. Caracterizacion de los nanoporos de TiO,. A) Imdgenes de microscopia electrénica de barrido de la
superficie de Ti y nanoporos de TiO, de diferente didmetro. La barra amarilla indica un tamafio de 2 um. B)
Medicion de diédmetros (nm) de los nanoporos de TiO, formados sobre las Iéminas de Ti con diferentes
condiciones de anodizacion. Se representan las medias * EEM. Las diferencias entre grupos se evaluaron
mediante andlisis post hoc (t de Student): T p<0.05 respecto a NP-A; ¥ p<0.05 respecto a NP-B.

4.2. Efecto in vitro de las diferentes superficies de TiO2 nanoestructuradas
en cultivos celulares de fibroblastos gingivales humanos

En primer lugar se valoré la citotoxicidad celular después de 48 horas de cultivo, para
comprobar si alguna de las superficies resultaban ser téxicas (Figura 8). Los resultados
obtenidos muestran diferencias significativas de las distintas superficies respecto al control
negativo (células cultivadas sobre plastico) y de todos los grupos respecto al control positivo
(estadistica no mostrada en el gréfico), asi como diferencias entre los grupos de nanoporos.
Si bien cabe destacar que en ninguno de los casos los valores de actividad LDH superan el
30%, limite establecido como indicador de citotoxicidad para los implantes médicos segun la
ISO-10993:5. De esta manera, podemos afirmar que tanto el Ti como los diferentes
nanoporos estudiados no son citotéxicos en células HGF. Estos resultados muestran que la
formacién de nanoestructuras mediante el proceso de anodizacién utilizado no altera esta
caracteristica del Ti. Cabe afiadir, que para eliminar los restos del electrolito que podrian
resultar toxicos, antes de su utilizacidén en los cultivos, las laminas se mantuvieron un minimo
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de 24 h en etanol. No obstante, cabe destacar que en otros estudios, la formaciéon de
nanoestructuras en la superficie de Ti si que ha mostrado efectos téxicos para las células, si
bien este efecto podria estar relacionado con el didmetro de las nanoestructuras. Asi,
nanoestructuras con didmetros mayores de 100 nm inducirian la muerte celular®.

100+

Actividad LDH (%)
g

Ti NP-A NP-B NP-C - +

Figura 8. Evaluacion de la citotoxicidad en fibroblastos gingivales humanos cultivados sobre diferentes
superficies de Ti_La citotoxicidad se ha evaluado mediante el andlisis de la actividad LDH en el medio de cultivo
después de 48h de incubacion de HGF sobre las distintas superficies. El control positivo (+) (100% de
citotoxicidad) corresponde a la medida de LDH en el medio de células tratadas con el surfactante 1% de Triton
X-100 cultivadas sobre pldstico. El control negativo (-) (0% de citotoxicidad) corresponde a la medida de LDH de
células cultivadas sobre pldstico. Se representan las medias + EEM (n=12). Las diferencias entre grupos se
evaluaron mediante andlisis post hoc (t de Student): * p<0.05 respecto a Ti; T p<0.05 respecto a NP-A; ¥ p<0.05
respecto a NP-B; # p<0.05 respecto al control negativo (-).

En segundo lugar, se evalué el efecto de los nanoporos sobre la adhesidn celular. La
Figura 9 representa el nimero de células adheridas a las diferentes laminas después de 30
min. Se observan diferencias significativas respecto al titanio con los grupos NP-B y NP-C,
que demuestran como la presencia de nanoporos en la superficie favorecen la adhesién
celular. Se aprecia como los nanoporos de mayor diametro son los que presentan mayor
adhesién celular. Estos resultados contrastan con los primeros estudios que se realizaron
sobre el efecto del didmetro de las nanotubos en las células®3, en el cual se vio como uno de
los factores mas dependientes del didmetro, era efectivamente la adhesién celular, de tal
manera que, didmetros entre 15-30 nm ejercian un efecto positivo sobre la adhesion. En
cambio, a partir de didmetros mads grandes a 50 nm, la adhesion celular se vio reducida de
manera importante.

Posteriormente se evalud el efecto de las diferentes superficies en la actividad
metabdlica a los 7 y 14 dias de cultivo (Figura 10). Se observan también diferencias en la
actividad metabdlica dependiendo del grupo. Es importante resaltar que se muestran
diferencias dependientes de donante, pues se observa que los donantes no tienen el mismo
comportamiento frente a las diferentes superficies. Asi, el donante HGF-C muestra una
respuesta similar a la vista en la adhesidn celular, y en cambio el donante HGF-A tiene una
respuesta diferente. Asimismo, tampoco se observa grandes diferencias en el porcentaje de
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actividad entre el cultivo del dia 7 y dia 14, este hecho sea probablemente debido a que se
ha alcanzado la confluencia en las superficies>*.
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Figura 9. Adhesion celular de HGF-C sobre las diferentes superficies de Ti. Se muestra el numero de células
adheridas 30 min después de su siembra. Se representan las medias + EEM, se utilizo un unico donante (n=6).
Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante andlisis post hoc (t de Student): * p<0.05 respecto a Ti; ¥

p<0.05 respecto a NP-B.
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Figura 10. Actividad metabdlica de HGF sobre las diferentes superficies de Ti después de 7 y 14 dias de
cultivo. Se utilizaron dos donantes, HGF-A (barras lisas) y HGF-C (barras rayadas). Se representan las medias +
EEM, con n=6 de cada donante. Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante andlisis post hoc (t de
Student): * p<0.05 respecto a Ti; ¥ p<0.05 respecto a NP-B.

Se puede observar una tendencia a que los nanoporos de mayor didametro (NP-B y
NP-C) favorezcan la adhesion celular (Figura 9) e induzcan un aumento en la actividad
metabdlica (Figura 10). Este hecho, contrasta con la literatura consultada, puesto que
muchos autores afirman que efectivamente hay una dependencia de diametro, pero que son
las nanotubos de menor diametro (~15 nm) las que favorecen fuertemente la adhesion
celular, proliferacion y diferenciacion. Asi, se ha sugerido que este efecto podria ser debido a
la formacién de complejos de integrinas que median las interacciones celulares con la
superficie. Estos complejos tienen unos 10 nm de didmetro, por lo que en el caso que las
superficies tengan nanoporos de ~15 nm permitirian que se ajustaran perfectamente en las
aberturas de los nanotubos de este diametro. Este efecto se ha manifestado en tipos
celulares como células madre mesenquimales (MSCs), células madre hematopoyéticas
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(HSCs), células endoteliales, osteoclastos y osteoblastos, demostrando que este efecto

1%1%2° " Sin embargo, nuestros resultados no se

puede ser un comportamiento universa
ajustan a este comportamiento, puesto que los nanoporos de menor didmetro son los que
han presentado perores resultados la adhesion y actividad metabdlica. Estas diferencias
pueden ser debidas a que exista un efecto segun el tipo celular o bien un efecto de donante.
También hay que recordar, que en este trabajo, no hemos alcanzado un diametro de 15 nm

y que los estudios celulares publicados se han realizado con nanotubos y no con nanoporos.

En estudios anteriores, se ha visto como las células responden a la nanomodificacién
de la superficie presentando cambios en la morfologia, adhesion, orientacion, proliferacién,
e incluso en la sefializacién y expresion génica®’. De esta manera, se quiso evaluar también
el efecto de los nanoporos de TiO, sobre los niveles de expresion de mARN de genes
relacionados con las funciones de los fibroblastos gingivales, como la produccién y
organizacion de la matriz extracelular. Los resultados obtenidos se representan en la Figura
11. Por una parte, se analizaron genes como COL1A1 y COL3A1, cuyos productos
representan los compuestos mayoritarios de la MEC, y cuya secrecion es precisamente la
caracteristica principal de los fibroblastos®>. Al mismo tiempo se analiza la expresién de la
decorina, proteoglicano necesario para el ensamblaje de la matriz. En relacion a estos genes,
los resultados obtenidos muestran un comportamiento dependiente de donante. Parece ser
gue no hay una adaptacion uniforme en ambos donantes, de manera que en el donante
HGF-C si que se observa una mayor expresion de estos genes en las superficies con
nanoporos en relaciéon con el Ti, al contrario que con el donante HGF-A. De esta manera,
podemos decir que para el donante C, la expresion de ambos tipos de colageno y de
decorina se ve aumentada en las superficies con nanoporos, mostrando al mismo tiempo
una dependencia con el didmetro de éstos. Aunque las diferencias no hayan sido
significativas, parece ser que también hay una tendencia a que los nanoporos de mayor
diametro, NP-B y NP-C, favorezcan mas la expresién de estos genes que los nanoporos de
menor diametro. Estos resultados concuerdan con otros estudios previos que demostraban
que las superficies con nanotubos promovian significativamente la expresién del COL1A1 en
HGF*%.

Por otra parte, también se evaluaron los niveles de mARN del gen de la MMP1 vy su
inhibidor TIMP1. Ambas proteinas estan involucradas en la constante remodelacion de la
MEC. Los resultados obtenidos, no muestran una influencia significativa de las superficies
nanoestructuradas en la expresion de estos genes, aunque puede destacar el aumento de la
expresion de TIMP1 en el grupo de NP-A. No obstante, al analizar el ratio de MMP1/TIMP1
no se aprecian diferencias significativas de las superficies tratadas con el Ti. Por
consiguiente, nuestros resultados indican que las nanoestructuras evaluadas no tienen un
efecto claro en la expresion de estos genes.
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Figura 11. Niveles de expresion de mARN de DCN, COL1A1, COL3A1, MMPQ, TIMP1. Andlisis de los niveles de
MARN se realizo tras 14 dias de cultivo celular de HGF-A (barras lisas) y HGF-C (barras rayadas) en las diferentes
superficies de Ti. Los resultados han sido normalizados con genes de referencia (6-actina y GAPDH) y expresados
como porcentaje del control (Ti),que representa el 100%. Se representan las medias + EEM (n=3 para cada
donante). Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante andlisis post hoc (t de Student): * p<0.05 respecto
a Ti; T p<0.05 respecto a NP-A; ¥ p<0.05 respecto a NP-B.

Por ultimo, se evaluaron los niveles de colageno extracelular a los 14 dias de cultivo.
Como hemos comentado, el coldgeno es el mayor componente de la MEC, por ende, evaluar
la secrecion de éste, puede servir para establecer el nivel de matriz sintetizada en la
superficie de las laminas. En estudios previos, se ha visto como la modificacién de la
superficie de Ti puede mejorar la capacidad de secrecién de coldgeno de HGF?**, sin
embargo, los resultados obtenidos en este trabajo, representados en la Figura 12, no
muestran diferencias significativas entre los grupos de nanoporos y las superficies de Ti sin
modificar. Por tanto, la presencia de nanoporos de TiO, no supone un efecto significativo en
los niveles extracelulares de colageno, a excepcion del grupo NP-A, el cual presenta un
descenso en su secrecion.

Si comparamos estos resultados con los obtenidos en la expresidn génica del
coldgeno, vemos como no presentan el mismo comportamiento. En primer lugar, en la
expresion génica veiamos una dependencia de donante que no se observa en la secrecién de
colageno. En segundo lugar, la expresion génica si que resultaba ser mayor en los nanoporos
respecto al grupo control, hecho que no se reproduce en los niveles extracelulares de
colageno. Una posible explicacién para estas diferencias es que la medida del colageno
extracelular es el resultado de la acumulacion de su secrecién durante los 14 dias de cultivo,
mientras que el andlisis de la expresidn génica corresponde tan solo a los niveles de mARN
presentes el dia 14, es decir en un momento concreto del cultivo. Por tanto, es posible que
el perfil de expresion génica sea variable a lo largo del cultivo celular, de tal manera que
aungue se observaban diferencias en los niveles de mARN a dia 14, en la cuantificacién del
coldgeno acumulado a lo largo de todo el cultivo éstas no se manifiestan. De esta manera,
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podriamos afirmar que las superficies nanoestructuradas no suponen una mejora en cuanto
a los niveles de colageno extracelular. También cabe resaltar, que como se observaba en la

expresion génica, parece haber una dependencia con el didmetro del nanoporo, resultando
ser el de menor didmetro, NP-A, el que presenta tanto menor secrecion de coldgeno como

menor expresion, y por tanto menor formacién de MEC.

(1]
£1500 Figura 12. Niveles de coldgeno extracelular tras
\% 14 dias de cultivo celular. Coldgeno extracelular
:._ T L) después de 14 dias de cultivo de HGF-A (barras
g 1000+ * lisas) y HGF-C (barras rayadas) en las diferentes
g’n superficies de Ti evaluadas. Se representan las
%’ 500- medias + EEM (n=3 por donante). Las diferencias
o entre grupos se evaluaron mediante andlisis post
% hoc (t de Student): * p<0.05 respecto a Ti; +
2 0 p<0.05 respecto a NP-A.
Ti NP-A NP-B NP-C
Conclusiones

Mediante el proceso de oxidacion anddica y bajo condiciones especificas de
anodizacion, se obtienen nanoporos autoensamblados de TiO, bien definidos.
Modificando las condiciones del voltaje aplicado y el interespacio entre electrddos,
se alcanzan diferentes diametros de éstos.

Todas las superficies evaluadas (con nanoporos de didmetro medio de 26, 47 y 64nm)
son biocompatibles con los fibroblastos gingivales humanos.

Existe un efecto del didmetro de nanoporo sobre los parametros de adhesion celular,
actividad metabdlica, expresidon génica y colageno extracelular. Algunos efectos sin

embargo, presentan una dependencia de donante.

Los nanoporos de mayor diametro (47 y 64 nm) muestran en general una mejor
respuesta celular que los nanoporos de menor diametro (26 nm).
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