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1 Resumen

1.1 Introduccion

En los ultimos anos se han publicado diversos estudios con resultados contradictorios
en cuanto a la fisiopatologia y el papel exacto de los factores de crecimiento en la
osteointegracion de los implantes dentales. La ruta de sefalizacion de estos factores es
compleja y el desarrollo de agentes estimuladores o inhibidores influye en la respuesta

celular de los componentes de la remodelacién dsea.

El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-B1) juega un papel relevante en la
reaccion del huésped hacia el implante, pero se ha relacionado con una formacion
excesiva de tejido fibrético y fracaso de implantes. El tratamiento o funcionalizacion de
las superficies de titanio mas atractivas para las poblaciones celulares encargadas de la
remodelacién ésea puede dar lugar a una respuesta bioldgica mas especifica y

predecible.

La biofuncionalizacion de la superficie de los implantes dentales mediante péptidos
inhibidores de TGF-B1 podria ser una estrategia para mejorar la osteointegracién de

los implantes e incluso acelerar el periodo de cicatrizacion.
1.2 Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es evaluar las implicaciones biolédgicas de la accion
de dos péptidos inhibidores de TGF-B1 en la osteointegracion mediante estudios in
vitro e in vivo. Para ello, se realizaron dos estudios in vitro con el objetivo conocer si la
inhibicion de TGF-B1 promueve la diferenciacion osteoblastica y determinar la accién

de los péptidos en superficies de CP-Ti biofuncionalizadas.

Seguidamente, se desarrollé un estudio in vivo con doble objetivo. En primer lugar,
evaluar la osteointegracion de implantes dentales biofuncionalizados con los péptidos
y comparar los cambios histomorfométricos e histolégicos; en segundo lugar, valorar la
osteointegracion de biomateriales sintéticos biofuncionalizados con el péptido 144 en

alvéolos post-extraccion.



Implicaciones bioldgicas de la inhibicion de TGF-B1 en la osteointegracion: estudio in vitro e in vivo

1.3 Material y métodos

Estudio 1: Se cultivaron células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas para la realizacién de
Western Blot y cuantificacién de la proteina SMAD2-fosforilada; se llevé a cabo la
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real (gPCR) para la
determinacién de osteocalcina, colageno tipo I, RUNX2 y BMP2; y el andlisis de la

actividad de fosfatasa alcalina (ALP).

Estudio 2: Se cultivaron células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas, NIH/3T3 fibroblasticas y
células mesenquimales humanas para realizacién de Western Blot, ensayo de qPCR de
expresion de genes de osteoblastos (colageno tipo I, RUNX2, ALP y osteocalcina) y
fibroblastos (fibronectina, coldageno tipo | alfa |, actina de musculo liso alfa,
metaloproteasas de matriz tipo 2, 3 y 9) y determinacion de la actividad de ALP vy
osteocalcina, respectivamente, en superficies de CP-Ti biofuncionalizadas con el

péptido P144.

Estudio 3: Se realizd la hemiseccion de los premolares inferiores de cada
hemimandibula de seis perros Beagles y se extrajeron cada una de las raices mesiales
de dichos premolares, a la vez que se endodonciaban las raices distales remanentes.
Ocho semanas después, se colocaron un total de 36 implantes (1: control; 2: implante
biofuncionalizado con P17; 3: implante biofuncionalizado con P144) en los lechos
quirudrgicos cicatrizados. Los animales fueron sacrificados 2, 4 y 8 semanas después de
la cirugia de colocacién de implantes. Se obtuvieron cortes vestibulo-linguales de las
secciones dseas con los implantes insertados y se procesaron las muestras para analisis

histomorfométrico mediante BS-SEM e histologia.

Estudio 4: Ocho semanas después de las extracciones de las raices mesiales, y
previamente a la colocacién de los implantes que serian objeto del estudio 3, se
extrajeron las raices distales de premolares endodonciadas y se colocaron injertos
Oseos sintéticos en los alvéolos post-extraccidon (1: control [Fosfato tricdlcico bifasico] ;
2: Fosfato tricalcico bifasico biofuncionalizado con P144). En concordancia al estudio 3,
los animales fueron sacrificados 2, 4 y 8 semanas después de la cirugia. Se obtuvieron
cortes vestibulo-linguales de los alveolos injertados y se procesaron las muestras para

analisis histomorfométrico mediante histologia y BS-SEM.
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1.4 Resultados

Estudio 1: Las células tratadas con TGF-B1 y los péptidos inhibidores P17 y P144 no
mostraron fosforilacion de la SMAD?2, lo cual quiere decir que esta inhibida la ruta de
senalizacion de esta proteina. Las células tratadas con P17 y P144 mostraron mayor

expresion de los marcadores osteoblasticos respecto a los grupos control.

Estudio 2: Las superficies de CP-Ti biofuncionalizadas con P144 inhibieron la
fosforilacién de la SMAD2, en concordancia con los resultados obtenidos en la
experimentacion anterior. Las superficies biofuncionalizadas con P144 muestran una
expresion reducida de marcadores de diferenciacién fibroblastica y un incremento de

los marcadores de expresidn osteoblastica y de la produccion de ALP y OC.

Estudio 3: Los implantes biofuncionalizados con los péptidos P17 y P144 mostraron
mayor BIC, BF e IB en tiempos menores de cicatrizacion que los implantes control.
Entre estos dos péptidos, P17 tuvo un comportamiento de respuesta biolégica mas

precoz e intensa que el péptido P144.

Estudio 4: La biofuncionalizacién con péptido P144 de fosfatos tricalcico bifasico
demostrd, en modelo animal, una mayor formacién de hueso en tiempos tempranos
de cicatrizacidon, mostrando un mayor poder osteoinductor, mayor formacion de lineas

osteoides y mayor densidad trabecular y neovascular.

1.5 Conclusiones

Los resultados de los estudios in vitro e in vivo sugieren que los péptidos P17 y P144
inhiben a TGF-B1 y generan una respuesta acelerada de los procesos de maduracion

celulary de osteointegracion alrededor de superficies colocadas en entornos éseos.
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2 Summary

2.1 Introduction

In recent years, several studies have been published with contradictory results
regarding the pathophysiology and the exact role of growth factors in the
osseointegration of dental implants. The signaling pathway of these factors is complex
and the development of stimulatory or inhibitory agents may influence the cellular

response of the components of bone remodeling.

Transforming growth factor beta 1 (TGF-B1) plays an important role in host reaction to
the implant, but has been linked to excessive fibrotic tissue formation and implant
failure. The surface treatment or biofunctionalizaton of dental implants to be more
attractive for bone remodeling cell populations can result in a more specific and

predictable biological response.

The biofunctionalizaton of the surface of dental implants with TGF-B1 inhibitor
peptides could be a strategy to improve the osseointegration of implants and even

accelerate its healing period.
2.2 Objectives

The main objective of this research is to evaluate de biological implications of the
action of two TGF-B1 inhibitory peptides in the osseointegration through in vitro and in
vivo studies. Two in vitro studies were carried out in order to know whether the
inhibition of TGF-B1 promotes osteoblastic differentiation and determine the peptides

action on biofunctionalized CP-Ti surfaces.

Next step was to perform an in vivo study with double objective. First, to evaluate the
osseointegration of biofunctionalized dental implants with the inhibitory peptides and
to compare histomorphometric and histological changes; secondly, to analyze the
osseointegration of the biofunctionalizaton of a synthetic biomaterial in post-

extraction alveolar sockets.
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2.3 Materials and methods

Study 1: Pre-osteoblastic MC3T3-E1 cells were cultured for the Western Blot test and
quantification of the phosphorilated-SMAD2 protein; a real-time polymerase chain
reaction (QPCR) was carried out to determine osteblastic markers: osteocalcin, type |

collagen, RUNX2 and BMP2 and ALP activity.

Study 2: Pre-osteoblastic MC3T3-E1, NIH/3T3 and human mesenchymal stem cells
were cultured for Western blot test, gPCR of osteoblastic markers (type | collagen,
RUNX2, ALP and OC) and fibroblastic markers (fibronectin, alpha | type | collagen, actin
alpha-smood muscle, type 2, 3 and 9 matrix metalloproteinases) and determination of
ALP and OC activity, respectively, in biofunctionalized CP-Ti surfaces with P144

peptide.

Study 3: The hemisection of three mandible premolars of each hemimandible of six
Beagle dogs was carried out and mesial roots where extracted, meanwhile the root
canal treatment of the remnants distal roots was done. Eight weeks later, a total of 36
implants were inserted (1: control implant; 2: P17 biofunctionalized implant; 3: P144
biofunctionalized implant) in the healed surgical sites. Animals were sacrificed 2, 4 and
8 weeks after implant surgery. Sections were obtained and samples were processed

and submitted to BS-SEM and histology for histomorphometrical analysis.

Study 4: Eight weeks after mesial roots extractions, and previously to the implant
surgery object of study 3, extractions of distal roots were carried out of and synthetic
bone grafts were inserted in the fresh extraction sockets (1: control bone graft
[biphasic tricalcium phosphate]; 2: P144 biofunctionalized biphasic tricalcium
phosphate bone graft). Animals were sacrificed 2, 4 and 8 weeks after surgery.
Sections were obtained and samples were processed and submitted to histology and
BS-SEM for histomorphometrical analysis. In concordance with the study 3, animals
were sacrificed 2, 4 and 8 weeks after surgery. Sections were obtained and samples
were processed and submitted to histology and BS-SEM for histomorphometrical

analysis.
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2.4 Results

Study 1: Cell groups treated with TGF-B1 and P17 and P144 inhibitory peptides did not
show SMAD2 phosphorilation, meaning that the TGF-B1 signaling route has been
inhibited. Those cells treated with P17 and P144 show a higher expression of

ostebolastic markers with respect to control group.

Study 2: P144 biofunctionalized CP-Ti surfaces inhibit the phosphorilation of SMAD2, in
concordance with the results obtained in the previous experiment. P144
biofunctionalized CP-Ti surfaces show a reduced expression of fibroblastic markers and

an increased expression of osteoblastic markers and ALP and OC activities.

Study 3: Implants biofunctionalized with peptides P17 and P144 showed higher values
of BIC, BF and IB at early healing times than control implants. Between these peptides,

P17 showed an earlier and more intense biological response than P144 peptide.

Study 4: The biofunctionalization with peptide P144 of biphasic tricalium phosphate
demonstrated, in an animal model, a higher bone formation at early healing times,
showing greater osteoinductive potential, higher osteoid line formation and more

trabecular density and neovascularization.

2.5 Conclusions

Our in vitro and in vivo results suggest that P17 and P144 peptides inhibit TGF-f1 and
elicit an accelerated response of the processes of cell maturation and osteointegration

around surfaces placed in bony environment.
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3 Introduccion

Desde mis comienzos en esta profesion, siempre me llamd la atencion el peso
especifico que la Implantologia iba adquiriendo en la rehabilitacion integral de
nuestros pacientes. El desarrollo cientifico en esta drea de conocimiento es vertiginoso
y basta con analizar la oferta formativa de la odontologia en todo el planeta para ver
gue esta ciencia focaliza la linea de avance de nuestra profesién. Siempre ha sido mi
inquietud poder contribuir de alguna manera al progreso de la ciencia que motiva mi
vida profesional y por eso decidi integrarme en un colectivo de profesionales muy
inquietos en la innovacién y desarrollo de esta area especifica de conocimiento. Es por
ello que mi trabajo de tesis tratara de aportar un grano de arena mas en el desarrollo
de la implantologia, concretamente en los pardmetros que rigen los procesos de

osteointegracion temprana.

3.1 Osteointegracion

Los implantes dentales endodseos se utilizan desde hace afios para reemplazar la
pérdida de dientes. El concepto de “osteointegracion” fue introducido por Branemark
et al en 1969 y definido por Albrektsson et al 1981 como “una conexién directa
funcional y estructural entre el hueso vivo y la superficie de un implante sometido a

carga” (Albrektsson et al. 1981).

A pesar de los altos indices de éxito conseguidos en el campo de la implantologia,
actualmente, el empefio en la mejora del uso de los implantes dentales en situaciones
clinicas cada vez mas desafiantes esta dando lugar a la necesidad de seguir
perfeccionando el disefio del implante y las propiedades de su superficie (Schouten et
al. 2009). La optimizacion de la respuesta biolégica inicial del hueso después de la

colocacién del implante es el objetivo mas importante (Davies 2003).

El requisito para el éxito de la colocacion de implantes dentales es la obtencion de
estabilidad primaria en el hueso circundante (Albrektsson et al. 1981). El éxito clinico

de los implantes dentales se consigue mediante el logro de una conexién hueso-



Implicaciones bioldgicas de la inhibicion de TGF-B1 en la osteointegracion: estudio in vitro e in vivo.

implante fuerte y duradera (Buser 1991; Ronod et al. 2003). El establecimiento de la
interfase mecanicamente estable es la base para la prevencion del desarrollo de una

capa intermedia de tejido fibroso (Shalabi et al. 2006).

La osteointegracién se ve influenciada por seis factores principales, definidos por
Albrektsson et al 1981. Estos factores son el material del implante, la geometria, el
disefio macroscdpico y microscopico, el estado del hueso receptor, la técnica

quirurgica y las condiciones de carga (Albrektsson et al. 1981).

Originariamente, el éxito del implante dependia de dos factores clave: la estabilidad
primaria del implante y el periodo de curacién postoperatorio temprano. Ambos
influenciaban el establecimiento de contacto entre el implante y el hueso adyacente.

(Albrektsson et al. 1981).

Durante la osteointegracién, las células progenitoras osteobldsticas migran hacia la
superficie del implante, se diferencian e inician el proceso de formacién dsea: es el
fendmeno conocido como osteogénesis por contacto (Davies 2003). La osteogénesis
también se define como la combinacién de reclutamiento y migracion de células
osteogénicas (osteoconduccion) y formacion ésea por estas células en la superficie del
implante. Se trata de un mecanismo multifactorial, en el que participan multiples
componentes, entre ellos la osteopontina, el coldgeno y el fosfato célcico. Es por ello
que, basados en esta compleja interaccion entre implante y hueso, la calidad del lecho

receptor del implante juega un papel importante (Lutz et al. 2012).

El titanio tiene una alta capacidad osteointegradora comparado con otros
biomateriales. Puede lograr altos niveles de anclaje &éseo gracias a su
biocompatibilidad y excelentes propiedades mecanicas (Elkhidir et al. 2018). Por ello,
la investigacion actual sobre implantes se centra en la mejora de la interaccién entre el
implante y el hueso mediante la modificacion de la superficie de los implantes dentales

(Barros et al. 2009; Novaes et al. 2010).

El éxito indiscutible de los implantes dentales endodseos estd impulsando la necesidad
de seguir perfeccionando el disefo del implante y la optimizacién de la respuesta de

curacidén bioldgica después de la colocacién del implante (Davies 2003).
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El disefno topografico de la superficie de titanio puede afectar de manera notable a la
capacidad osteointegrativa y aumentar el nivel de atraccion y difusion celular. Las
propiedades bioldgicas también influencian significativamente las reacciones celulares
hacia la superficie del implante (Elkhidir et al. 2018). Ademas, las respuestas de
cicatrizacién dsea también se pueden estimular utilizando factores de crecimiento
(Gruber et al. 2002). Entre estos factores se encuentra el factor de crecimiento

transformante beta (TGF-B) (Gombotz et al. 1993).

3.2 El proceso de remodelacion dsea

El hueso es un tejido vivo dinamico que cambia durante toda la vida. Igual que otros
tejidos conectivos del cuerpo, el hueso comprende células incrustadas en una
abundante matriz extracelular. A diferencia de la mayoria de los otros tejidos
conectivos, la matriz extracelular se mineraliza para otorgar funciones fisiolégicas

Unicas (Davies 2007).

El hueso proporciona soporte y proteccién de tipo locomotor, y un depdsito dindmico
de proteinas y minerales. El constante remodelado del tejido éseo aporta un
mecanismo para la curacion sin cicatrices y la regeneracién del tejido dseo danado;
ademas, desempeiia un papel relevante en el equilibrio de calcio y fosfato de los

fluidos corporales, a través del control endocrino.

La remodelacién dsea se consigue a través de la reabsorcion de la actividad
osteocldstica y la actividad sintética de los osteoblastos. Estos dos tipos de poblaciones

III

celulares son responsables del “turnover” o remodelacion ésea constante.

Para entender el proceso de unidon del implante al hueso hay que comprender los
mecanismos que forman parte de la fisiologia dsea. El fendmeno biolégico de unidn
Osea entre el biomaterial y el hueso es tan antiguo como la remodelacidn ésea normal

por si misma y esta formado por dos fases principales:

11
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La superficie 6sea modificada por los osteoclastos

La unidad de reabsorcién creada por los osteoclastos en el hueso y la sintesis de la
matriz inicial ocurren durante la formacién de hueso nuevo (“novo bone formation”).
Las lagunas de Howship que pueden observarse cerca de los osteoclastos son
concavidades creadas por la actividad reabsortiva de estas células (Figuras 1A y 1B).
Esta reabsorcién ésea comprende la disolucidn de la matriz inorganica y la degradacion
enzimatica de los componentes organicos. El resultado es la creacién de una matriz
0sea no mineralizada, que serd la superficie receptora tridimensional donde se

depositara el hueso nuevo a partir del antiguo.

(A)

Figura 1: Osteoclastos activos expresando fosfatasa alcalina tartraro resistente (TRAP) 1 (A),
obtenidas mediante andlisis de inmunohistoquimica, sobre una superficie dsea, creando una
unidad de remodelacién (B). Imdagenes cedidas de muestras histolégicas tomadas por el

Profesor Pablo Galindo Moreno.

1) Elaboraciény maduracidn de la interfase de linea cementante

Las lineas cementantes representan una matriz extracelular altamente conservada que
sirve de anclaje del tejido dseo nuevo. Estas lineas son secretadas por una matriz
mineralizada no colagenosa sintetizada por los osteoblastos y se invaginan y enclavan
a partir de la actividad osteocldstica. Por tanto, las lineas cementantes desempeian un
papel critico en el establecimiento de la interfase entre el hueso antiguo y el hueso

nuevo (Davies 2003). La presencia de lineas cementantes como interfase durante la
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remodelacién ésea en el hueso (fibrorreticular, laminar, compacto o esponjoso) es

critica (Figura 2).

El proceso de formacion osea de novo esta compuesto por una cascada de

acontecimientos, que son los siguientes:

a. Adsorcion de proteinas déseas no colagénicas a la superficie sélida:
osteopontina y sialoproteinas.

b. Iniciacién de la mineralizacion por parte de las proteinas adsorbidas:
nucleacion de calcio y fosfato para iniciar la mineralizacion.

c. Maduracién: crecimiento de matriz con estructura cristalina.

d. Creacién de matriz con fibras de colageno.

La mineralizacién de la matriz con fibras de coldgeno, como ultima fase, es lo que
otorga la estabilidad del implante al hueso antes de ser cargado. Este proceso de
remodelacién désea se aplica a los biomateriales y, del mismo modo, a la
osteointegracion. La union al hueso se consigue gracias a la interdigitacion de las lineas
cementantes con la superficie del biomaterial, del mismo modo que ocurre durante la

remodelacién ésea natural (Davies et al. 2014).

Figura 2: Neoformacidén dsea sobre linea cementante de una particula de hueso bovino
anorgdnico en modelo experimental humano. Imagen cedida de muestras histoldgicas

tomadas por el Profesor Pablo Galindo Moreno.
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3.2.1 Osteoconduccién

El término osteoconduccion se refiere al reclutamiento y la migraciéon de células
osteogénicas a la superficie del implante después de la formacidn del codgulo (Davies
2003). En nuestro campo, la superficie de titanio del implante actia como andamiaje a
través del cual se produce dicha migracion celular, con la consiguiente remodelacion y

aposicion dsea.

Por tanto, la sintesis de tejido dseo requiere la cascada migratoria de células
osteogénicas, y la diferenciacion de estas poblaciones celulares en células maduras
secretoras. Este proceso incluye la migracion de células perivasculares a la superficie
de hueso reabsorbido. Durante la curacién peri-implantaria, al igual que en una
fractura, las células osteogénicas migrardn a través del codgulo de sangre y alcanzaran
la superficie del implante, donde los osteoblastos iniciaran la sintesis de la matriz

extracelular (Figura 3).

Figura 3: Fendmeno de osteoconduccion sobre hueso humano en histologia tefiida con técnica
de tricrémico de Masson. Se aprecia el hueso vital en rojo, donde se ha aposicionado matriz
osteoide (en verde) formada por osteoblastos activos con morfologia cuboide. Imagen cedida

de muestras histoldgicas tomadas por el Profesor Pablo Galindo Moreno.
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No obstante, los verdaderos directores de orquesta durante el proceso de
remodelacién 6ésea son los osteocitos. Los osteocitos son las células déseas mas
abundantes del esqueleto adulto y pueden actuar como sensores mecanicos dirigiendo
las funciones osteoblasticas y osteoclasticas para mantener la homeostasis dsea
(Bonewald 2016; Tsourdi et al. 2018). Descienden de las células mesenquimales y se

encargan de regular el metabolismo del calcio y el fosfato.

Las funciones de los osteocitos engloban el control de la mineralizacién, la homeostasis
del calcio y el fosfato, mielopoyesis y hematopoyesis, etc. Es por ello que los osteocitos
pueden ser los responsables de enfermedades y desdrdenes éseos metabdlicos, de

corazodn, de rifdn y del musculo (Bonewald 2016).

Los osteocitos se disponen mediante una red dendritica para interconectarse entre
ellos, con los vasos sanguineos y con las células éseas restantes. Asi, el remodelado de
la matriz dsea llevada a cabo por los osteoblastos y osteoclastos se regula
directamente a través de ellos. Sus lagunas y canaliculos, por tanto, contribuyen a la

resistencia a la fractura y a al mantenimiento de la calidad dsea.

Algunos estudios en ratones han demostrado que son los osteocitos la fuente principal
de RANKL requerido para la formacion de osteoclastos durante la remodelacion ésea

del tejido dseo esponjoso (Xiong et al. 2015).

Se conocen dos tipos de tejido éseo en cuanto a su arquitectura y forma: el hueso
cortical o compacto y el hueso trabecular o esponjoso. La clasificacion de Leckholm y
Zarb (1985) se basa en la proporcion de estos dos tipos de estructuras de tejido dseo
para definir la calidad de un lecho receptor para la colocacién de un implante. Esta
clasificacién los divide en cuatro tipos, siendo el tipo IV considerado conceptualmente
el de peor calidad debido a su baja proporcién de hueso cortical. Sin embargo, desde
un punto de vista bioldgico, el hueso trabecular es el mas rico en células osteogénicas
de la médula dsea. La importancia de estas células mesenquimales progenitoras radica
en el hecho de que proporcionaradn la migracién de los osteoblastos a la superficie del
implante, ademas favorecer la angiogénesis y le llegada de células endoteliales. Por
tanto, el hueso trabecular ofrece una remodelacién désea peri-implantaria mayor

comparada a la del hueso cortical.

15



Implicaciones bioldgicas de la inhibicion de TGF-B1 en la osteointegracion: estudio in vitro e in vivo.

Otras células que también son protagonistas durante la remodelacion désea en la
superficie peri-implantaria son las plaquetas. Esta poblacion celular acude durante la
coagulacion liberando citoquinas y factores de crecimiento para acelerar la
cicatrizacién. Esta cascada de coagulacion esta formada por el codgulo y la adherencia
de fibrina. Gracias a la retencion de la fibrina alrededor del implante durante los
primeros dias después de la insercion, las células osteogénicas llegaran a la superficie

del implante para empezar la sintesis de tejido dseo.

3.3 El factor de crecimiento transformante beta 1 (TGF-31)

La familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es un grupo de
citoquinas multifuncionales que juegan un papel fundamental en la cicatrizacién y
reparacion de tejidos. TGF-B estd compuesto por una familia de factores de
crecimiento polipeptidicos multifuncionales involucrados en la embriogénesis
(crecimiento y diferenciacién celular), inflamacidn, regulacién de la respuesta inmune,
adhesién celular y migracion, formacion de matriz extracelular, angiogénesis y
cicatrizacién de heridas (Skaleric et al. 1997; Saito et al. 1999). Sin embargo, los
conocimientos sobre la funcion exacta de TGF-B en el hueso son contradictorios y en

parte desconocidos.

TGF-B esta formado por cinco isoformas, de las cuales las B1, B2 y B3 se expresan en
tejidos de mamiferos (Saito et al. 1999). Concretamente, el factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-B1) es la isoforma mas comun en los tejidos humanos
(Tatakis et al. 2000). Se ha sugerido que tiene un efecto regulador en la fisiologia del
hueso (Wikesjo et al. 1998; Tatakis et al. 2000). También se relaciona la presencia de
TGF-B1 con la patogénesis y el diagndstico de la enfermedad periodontal (Skaleric et
al. 1997) y que su expresion esta relacionada con la angiogénesis (Steinsvoll et al.

1999; Saito et al. 1999).

TGF-B1 juega un papel relevante en la reaccion del huésped hacia el implante
(Aspenberg et al. 1996). Sin embargo, existen muchos interrogantes en cuanto al papel

de TGF-B1 en la regeneracién dsea. TGF-B1 tiene efectos significativos en la regulaciéon
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durante los procesos de inflamacién y ha sido relacionado con procesos celulares de
cicatrizaciéon de heridas (Cornelini et al. 2003). Ademas, se expresa en las células del

tejido conectivo, endotelial y hematopoyético (Ezquerro et al. 2003).

TGF-B juega diversos papeles en cicatrizacion de heridas, enfermedades fibrdticas,
regulacién de cancer, y osificacion endocondral (Kusafuka et al. 2001). Ademas, TGF-B
modula la formacién de matriz extracelular estimulando la accién de los fibroblastos e

inhibiendo la degradacién de la matriz extracelular (Takata et al. 2000).

Se ha sugerido que TGF-B acopla la actividad osteoblastica y osteoclastica (Mohammad
et al. 2009), ademas de inhibir la diferenciaciéon osteoblastica terminal (Alliston et al.
2001). También existen estudios que muestran que TGF-B inhibe la expresién de la
fosfatasa alcalina y la osteocalcina, entre otros marcadores de diferenciacion y funcion

osteoblastica (Noda 1989; Centrella et al. 1994).

La senalizacion extracelular llevada a cabo por la superfamilia de TGF-B estd implicada
en diversos procesos celulares, asi como en la regulacion de la diferenciacién
mesenquimal (Alliston et al. 2001). Las células mesenquimales pueden diferenciarse a
tejido 6seo, cartilaginoso, adiposo muscular, dependiendo de las sefiales recibidas del
entorno celular. Por un lado, las BMPs estimulan la diferenciacidon osteoblastica; por el
otro, TGF-B puede inhibir la progresién de la diferenciacién osteoblastica y adiposa

(Centrella et al. 1994).

En los ultimos afios se ha investigado sobre la identificacion y caracterizacién de los
receptores de TGF-B y sus efectores de senalizacidn celular. El sistema de sefializacién
consiste en una familia de receptores tipo quinasa y una familia de sustratos
receptores o proteinas SMAD, que van hacia el nucleo, donde pueden actuar como
factores de transcripcion. El ligando TGF-B ensambla un complejo receptor que activa a
las SMADs, que activa a varios complejos que regulan la transcripcidén. Esta ruta se

representa en la Figura 4 (Massagué & Wotton 2000).

La ruta de sefializacion de TGF-B implica la fosforilaciéon del receptor SMAD (o R-
SMAD). Concretamente, la ruta de senalizacidon de TGF-B1 estd mediada por la SMAD2
y la SMAD3. Cuando el receptor tipo | de TGF-B (TGF-BR1) es fosforilado, se enlaza con
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el correspondiente R-SMAD a través del anclaje SMAD para la activacion del receptor
(SARA) (Lin et al. 1995) y fosforila el residuo de serina de la R-SMAD. La fosforilaciéon
induce un cambio conformacional del R-SMAD vy su disociacién del complejo receptor y

de SARA (Souchelnytskyi et al. 2001).

Se conoce que los miembros de la superfamilia TGF-B enlazan con los receptores tipo |
y tipo Il tipo quinasa serina/treonina, los cuales inician sefiales intracelulares a través
de la activacién de proteinas. Los receptores reguladores Smads (R-Smads) se anclan a
la membrana celular mediante la interaccidon con las proteinas unidas a la membrana,
incluyendo el anclaje Smad para la activacion del receptor (SARA) (Miyazono et al.

2000).

/<> TGFp
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FKBP12 - Smad7 SARA
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MAPK —
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Figura 4: Ruta de sefalizacién de TGF-B y SMADs. (Tomada de Massagué & Wotton 2000).

3.3.1 TGF-B1yformacion dsea

En los ultimos afios, diversos estudios han intentado evaluar los efectos de TGF-B1 in
vitro e in vivo, obteniendo resultados muy diferentes (Schouten et al. 2009;

Mohammad et al. 2009). La habilidad de TGF-B1 para inhibir la expresion de los genes
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osteoblasticos ha sido documentada. Sin embargo, el mecanismo de esta inhibicién no

se conoce con exactitud.

Existen diferentes estudios experimentales in vivo que reportan una correlacion
negativa entre la presencia de TGF-B1 y la formacién ésea (Aspenberg et al. 1996;
Tieline et al. 2002); otros resultados in vivo han mostrado que la insercién de
implantes dentales con TGF-B1 afiadido a su superficie daba lugar a la formacion de

una capa de tejido fibrdtico alrededor de la superficie (Nikolidakis et al. 2009).

En el estudio in vitro de Mohammad et al (2009), la inhibicidon farmacolégica de TGF-f1
resulté en el incremento de la masa dsea y el volumen de hueso trabecular, asi como
el incremento de la concentracién mineral y modulo eldstico de la matriz dsea
(Mohammad et al. 2009). Ademas, la inhibicion de TGF-B1 dio lugar a un incremento
en el nimero de osteoblastos y de la tasa de formacidon dsea, ademds de una
disminucion del numero de osteoclastos. Asi, se obtienen tanto las actividades
anabdlicas como anticatabdlicas para la mejora de la calidad ésea. Estos resultados in
vitro sugieren que la inhibicion de la ruta de sefializaciéon de TGF-B1 podria ser una
utilidad terapéutica en las enfermedades dseas caracterizadas por una calidad y masa

Oseas bajas, y propension a las fracturas.

TGF-B1 se considera un inhibidor potente de la diferenciacion osteoblastica. En el
estudio in vitro en células MC3T3-E1 desarrollado por Takeuchi et al (2010) (Takeuchi
et al. 2010)(Takeuchi et al. 2010)(Takeuchi et al. 2010)(Takeuchi et al. 2010)(Takeuchi
et al. 2010)(Takeuchi et al. 2010)(Takeuchi et al. 2010)(Takeuchi et al. 2010)(Takeuchi
et al. 2010)(Takeuchi et al. 2010), se observd que la inhibicién de TGF-B1 mejoraba
potencialmente la diferenciacién osteobldstica. Ademas, la inhibicion de TGF-f1

suprime el crecimiento de las células del mieloma (Takeuchi et al. 2010).

En el estudio de Skaleric et al se encontraron concentraciones significativamente
superiores de TGF-B1 en los tejidos gingivales y fluidos de bolsas periodontales
profundas (Skaleric et al. 1997). TGF-B1 tiene efectos significativos en la regulacion de
procesos inflamatorios y se ha relacionado con procesos celulares de cicatrizacién de

heridas tanto de tejidos blandos como de tejidos duros (Tyler et al. 1999).
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Cornelini et al llevaron a cabo un estudio en el cual analizaron los tejidos alrededor de
implantes fracasados; se encontré una expresion mayor de TGF-B1 alrededor de los

implantes fracasados, con diferencias significativas (Cornelini et al. 2003).

Tieline et al realizaron un estudio in vivo en fémures de rata. Colocaron implantes que
contenian 50ug TGF-B1; a las tres semanas, observaron mediante analisis histolégico
tejido mesenquimal rico en fibroblastos en aquellos implantes cargados con TGF-B1

(Tieline et al. 2002).

Nikolidakis et al estudiaron el efecto de TGF-B1 en la cicatrizaciéon dsea temprana
alrededor de implantes colocados en el céndilo femoral en ocho cabras. Cada animal
recibié tres implantes: implante control, implante cargado con 0,5ug TGF-B1 e
implante cargado con 1.0ug TGF-B1. A las seis semanas después de la colocacion, se
observé que los implantes cargados con TGF-B1 presentaban una capa de tejido
fibroso intermedio, con diferencias significativas. Los implantes que obtuvieron mayor
BIC fueron los implantes control, mientras que los implantes del tercer grupo, el que
contenia mayor cantidad de TGF-B1, mostraron el contacto éseo menor. Por lo tanto,
se concluyd que una dosis baja de TGF-B1 tiene una influencia negativa en la
osteointegracion de implantes dentales en el hueso trabecular durante el periodo de

cicatrizacién temprana (Nikolidakis et al. 2009).

3.4 Biofuncionalizacion de superficies de implantes dentales

El titanio es el material utilizado para la fabricacidon de implantes dentales debido a su
alta resistencia, dureza y durabilidad. Para ofrecer biofuncionalidad a los metales, es
necesaria la modificacién de su superficie, ya que la biofuncionalidad no se puede
desarrollar durante los procesos de fabricaciéon de los implantes, tales como la
fundicion, el mecanizado o el tratamiento térmico. La modificacién de la superficie de
los implantes es un proceso que cambia la composicién, estructura y morfologia del

material, conservando sus propiedades mecanicas (Hanawa 2011).

El concepto de biofuncionalizacion se basa en hacer parecer el cuerpo extraio

insertado (el implante) similar al entorno bioldgico; conseguir que el implante se
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parezca al lecho receptor, para evocar una respuesta mejorada de tejido duro durante
la osteointegracion y lograr asi una optimizacion de la curacion désea durante el

periodo de cicatrizacién temprano (Morra 2007).

En el campo de la implantologia bucal, los implantes dentales requieren ofrecer
biocompatibilidad con el tejido éseo para lograr que se osteointegren. El disefio de la
superficie del implante puede tener una influencia notable en la osteoconduccion, ya
que puede modular la respuesta celular. Es durante la fase de liberacién de citoquinas
y factores de crecimiento cuando la biofuncionalizacion de la superficie del implante
adopta protagonismo, con el objetivo de orquestar las sefiales entre los receptores, las
células y los factores de crecimiento. Por ello, las caracteristicas de la superficie de

titanio son transcendentales para la respuesta bioldgica del tejido receptor.

La modificacién de la superficie de titanio de los implantes dentales ha sido estudiada
y aplicada con la finalidad de mejorar las propiedades biolégicas de la superficie, lo que
favorece el mecanismo de osteointegraciéon (Meng et al. 2016). El planteamiento de
este enfoque es hacer que la superficie del implante sea lo mas atractiva posible para
atraer a las células osteoprogenitoras: la migracion de estas células hasta la superficie
del implante y su posterior diferenciacién en osteoblastos, encargados de la formacién

Osea en la superficie del implante (Davies 2003).

Actualmente, existen situaciones clinicas comprometidas que estan dando lugar a que

las investigaciones cientificas centren sus estudios en la mejora de la interfase hueso-

implante (van Steenberghe et al. 2002). La modificacion de la superficie de los
implantes dentales es una estrategia para superar estos escenarios clinicos
comprometidos (Le Guéhennec et al. 2007). Asi, la idea de la biofuncionalizacion es
permitir la adhesion celular controlada a través de disefios modificando la superficie
del implante (Lutz et al. 2012). La biofuncionalizaciéon de la superficie de los implantes
dentales, por tanto, suscita una perspectiva desafiante de investigacién actual en el

campo de la implantologia.

Los cambios en las propiedades topograficas, fisicas y quimicas de las superficies de los

implantes pueden llegar a proporcionar el ambiente adecuado para que el entorno
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bioldgico natural sea estimulado y maximizado. Las estrategias terapéuticas tienen
como diana la aceleracion del proceso de osteointegracion, para asi lograr un
acortamiento en los tiempos de cicatrizacion, carga inmediata y éxito a largo plazo

(Aparicio et al. 2011).

3.4.1 Modificacion de la superficie de titanio

En su tratado sobre la modificacion de superficies de titanio para su
biofuncionalizacion (Avances tecnoldgicos en implantologia oral: hacia los implantes
dentales inteligentes), publicado por el Profesor Gil, se plantean dos tipos de

estrategias para modificar las superficies:

- Modificacion fisicoquimica

- Modificaciéon bioquimica

La modificacion fisicoquimica comprende la alteracién de la composicion y la
morfologia de la superficie, la energia superficial o la carga superficial. La modificacién
bioquimica induce cambios en los componentes de la superficie, actuando sobre el
comportamiento celular para que se produzca una reaccién celular especifica, como la

adhesién, la migracién o la diferenciacién.

El objetivo de la modificaciéon bioquimica de la superficie es la inmovilizacion de
componentes biofuncionales: proteinas, enzimas o péptidos. Estas moléculas serdn las
encargadas de inducir reacciones en el tejido vivo, de modo que la interaccion entre el

material y el huésped estara mas controlada.

Los métodos para anclar biomoléculas en la superficie de los implantes son dos:

- Adsorcion fisica

- Enlace quimico covalente
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Adsorcion fisica

Posteriormente a la colocacién del implante en un lecho biolédgico, se produce una
adsorcidon de las proteinas en la superficie mediante enlaces débiles. Estos enlaces
dependen en gran medida de las caracteristicas de la superficie y de las condiciones
bioldgicas del entorno. Es por ello que la adsorcion no es un método controlado, ya
que las proteinas pueden ser adsorbidas de forma inespecifica, o pueden ser
inactivadas biolégicamente, dando lugar a una caracterizacién y funcionalidad de la

superficie poco predecibles.

Enlace quimico covalente

Este método controla mejor la orientacion de las moléculas bioactivas,
inmovilizdndolas mediante unidn covalente a la superficie de titanio. Se trata de una
union que provocard una reaccion mas especifica y activa en el huésped. La creacién
de un enlace covalente entre la superficie y la molécula inmovilizada con alta
estabilidad bajo las duras condiciones bioldgicas de los entornos in vivo hacen que esta

técnica sea mas precisa.

La unién quimica mediante enlaces covalentes es un proceso mas desafiante que la
adsorcidn fisica, ya que la primera ofrece un enlace estable, especifico y fuerte entre

las moléculas organicas y el sustrato inorganico (Sevilla et al. 2016).

Esta técnica de modificacién de superficie engloba diversos pasos de tratamiento
quimico del titanio: entre ellos, la oxidacidn controlada para generar grupos de enlace;
la unién de grupos amino y carboxil mediante procesos quimicos; la silanizacion vy

finalmente la inmovilizacion del péptido.

Se han descrito numerosas técnicas de modificacién de superficies de los metales y
algunas de ellas han sido comercializadas. La modificacion del disefio de las superficies
de los implantes comprende desde los implantes mecanizados, modificaciones
topograficas y quimicas, modificacion de la rugosidad de la superficie, pulverizacién
con plasma de titanio (Yang et al. 2005), anodizacidon electroquimica (Kim &

Ramaswamy 2009), hasta recubrimientos con fosfatos de calcio.
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Un tratamiento de modificacion de superficies de implantes muy interesante es la
modificacion de superficie mediante la adicion de moléculas bioactivas (Hanawa 2011).
La revision de Meng et al (Meng et al. 2016) sobre tipos de revestimiento de
superficies de titanio con biomoléculas concluyé que este tratamiento parecia
promover la formacién 6sea peri-implantaria, dando lugar a una osteointegracién
mejorada durante las primeras etapas de cicatrizacion. El estudio analizé tratamientos
con factores de crecimiento como las BMPs, TGF-B1, péptidos y matriz extracelular

(ECM), entre otros.

La inmovilizacién de moléculas biofuncionales comprende los factores de formacion
O0sea como las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs), o biomoléculas como el
colageno o péptidos a las superficies metdlicas. Estas técnicas tienen el objetivo de
mejorar la biocompatibilidad de las superficies de titanio con tejidos duros. Estos
revestimientos actian como mediadores locales de la adhesién celular y como factores
de estimulacién para el crecimiento y la proliferacién celular alrededor del implante. La
conservaciéon de la funcidn biolégica de las proteinas es el requisito mas importante

para la obtencion de estas propiedades (Hanawa 2011).

Este abordaje terapéutico mediante inmovilizacién de moléculas biolégicas, como los
factores de crecimiento y las proteinas de adhesién, tiene como objetivo inducir una
respuesta celular especifica, que promoverd y acelerara la osteointegracion. Para ello,
hay que tener en cuenta propiedades como la estabilidad quimica, la solubilidad en

fluidos bioldgicos y el coste.

Existen estudios que han mostrado las interacciones que se dan entre los receptores
de la membrana celular y las proteinas de adhesion (o péptidos sintéticos) derivados
de la matriz ésea, como por ejemplo el colageno tipo | o la fibronectina (Reyes et al.
2007). También se han desarrollado superficies biofuncionalizadas con péptidos RGD
(Arg-Gly-Asp): los resultados de inmovilizacion de estos péptidos han sido favorables

en regeneracion dsea y han mejorado la osteoconduccidn (Bagno et al. 2007).

La superficie de titanio también puede ser revestida con agentes dseos estimuladores,
como por ejemplo los factores de crecimiento (Le Guéhennec et al. 2007). Estos

factores comprenden los miembros de la familia de TGF-B, en concreto TGF-B1, las
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proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs), el factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) y los factores de crecimiento de la insulina (IGF-1, IGF-2) (Le
Guéhennec et al. 2007).

Las propiedades de la superficie de los implantes son un factor fundamental para la
respuesta de cicatrizacién bioldgica. Por tanto, la modificacion de la superficie de
titanio representa una herramienta para mejorar la respuesta bioldgica en la direccion

deseada.

La biofuncionalizacion de superficies mediante la inmovilizacion covalente de
oligopéptidos es un método que tiene el objetivo de dirigir la respuesta bioldgica
celular, como por ejemplo el reclutamiento y diferenciacién de una poblacién celular
concreta, o la actividad antimicrobial, en definitiva, métodos para mejorar la

longevidad de los implantes.

3.5 Biomateriales sintéticos: fosfatos de calcio

El hueso, de forma similar a otros tejidos calcificados, estd compuesto por matriz
organica e inorgdnica. La matriz orgdnica esta formada por proteinas coldgenas y no
colagenas; la fase indrganica o mineral estd constituida principalmente por

hidroxiapatita calcica: Cai0(PO4)s(OH); (Legeros 2002).

Los biomateriales de fosfatos de calcio ofrecen excelentes propiedades que los
convierten en materiales de eleccién en los tratamientos de implantologia y
regeneracion dsea. Por su similitud en su composicién al hueso mineral, han sido a lo
largo de los afos biomateriales con altos indices de éxito. Los injertos de fosfatos de
calcio son una alternativa predecible al uso de otros tipos de biomateriales, como los

injertos autdlogos, aloinjertos o xenoinjertos.

3.5.1 Propiedades de los biomateriales

Las tres propiedades mas importantes de un biomaterial son las siguientes:
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- Bioactividad: habilidad del material para formar hueso en la superficie del
biomaterial y promover la funcion y expresion celular, promoviendo Ia
formacion de una interfase fuerte entre el hueso y el biomaterial. Este enlace
con el tejido éseo debe ser directo, fuerte y adherente (Legeros 2002).

- Osteoconduccién: habilidad para proporcionar un andamio apropiado o
superficie a partir de la cual las células formaran hueso.

- Osteoinduccién: capacidad para generar una respuesta celular que forme

hueso e inducir la diferenciacion de células osteoprogenitoras.

Urist et al (Urist et al 1965) definieron la osteoconduccion como la propiedad de un
material para soportar el crecimiento de un tejido, el crecimiento de células
osteoprogenitoras y el desarrollo de la formacidon désea. Las dos caracteristicas
principales de la osteoconduccidn son una composicion quimica y una geometria

arquitectdnica apropiadas.

Los fosfatos de calcio (CaPs) poseen propiedades osteoconductivas gracias a su
bioactividad y biocompatibilidad (Wang & Nancollas 2008). Esta osteoconduccién
permite el anclaje, proliferacién, migracion vy diferenciacion de las células
osteoprogenitoras para la formacién de hueso nuevo en aposicion directa al
biomaterial. La superficie del injerto de CaP adsorbe las proteinas del medio y son
éstas las que inducen a los osteoblastos para migrar y diferenciarse para la produccién

de matriz mineralizada (Owen et al. 2017).

Los biomateriales de fosfatos calcicos, especialmente los fosfatos B-tricalcicos y la
hidroxiapatita, permiten la fijacidn, proliferacién, migracién y expresion fenotipica de

células éseas que formaran la aposicion directa de hueso nuevo en el biomaterial.

Los biomateriales de fosfatos calcicos son utiles en ingenieria tisular para la
regeneracion de tejidos duros (Legeros 2002; Cuzmar et al. 2015; Sadowska et al.
2018). De hecho, la geometria tridimensional de estos biomateriales es crucial para
permitir la concentracion de proteinas enddgenas en circulacién y asi promover la

osteogénesis (Diez-Escudero et al. 2017).
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3.5.2 Tipos de fosfatos calcicos

Segun su composicidn, los fosfatos calcicos comercializados se pueden clasificar en:
1. Hidroxiapatita (HA)
2. Fosfato B-tricalcico: B-Caz(P0Oa)2
3. Fosfato célcico bifasico: mezcla de hidroxiapatita y fosfato B-tricalcico
4

Fosfato célcico con déficit de apatita

Nery et al (Nery et al. 1975) en 1975 fueron los primeros en reportar la aplicabilidad
del fosfato tricalcico como sustituto dseo en defectos éseos creados en animales. Mas
tarde, el concepto “fosfato calcico bifasico” o BCP fue introducido por Moore et al
(Moore et al. 1987). El fosfato calcico bifasico fue creado para mejorar las propiedades
biolégicas de los materiales bioceramicos, las ya comentadas bioactividad,
bioresorbabilidad, osteoconduccién e osteoinduccién, y asi mejorar la formacién de

tejido dseo (Lobo et al. 2010).

Los diferentes tipos de biomateriales de CaP se han utilizado como materiales para
reemplazo de hueso, gracias a tu similitud quimica a la fase mineral inorganica del
hueso natural. Se han desarrollado diversas composiciones sintéticas variando la ratio

HA/B-TCP con el objetivo de estimular las propiedades biolégicas del hueso natural.

3.5.3 Fosfato calcico bifasico

Los fosfatos calcicos bifasicos (BCP) se han convertido en el tipo de fosfato calcico de
eleccién en cuanto a composicidon, ya que ofrecen una matriz apropiada para
vehiculizar las moléculas osteoinductivas y optimizar la regeneracion oésea. El
comportamiento bioldgico del injerto sintético de hueso se ve influenciado por las
caracteristicas de su nanosuperficie, las estructuras y propiedades de la capa del
biomaterial (Franga et al. 2014). La combinacion bifasica ofrece un balance excelente
para lograr una estabilidad a largo plazo del injerto y una formacién de hueso nuevo

sin reduccién de volumen (Owen et al. 2017).
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Los BCP se han utilizado como una alternativa de fabricacién sintética a los injertos de
hueso autdlogos en cirugias ortopédicas y maxilofaciales. Estos biomateriales han
demostrado ser seguros, efectivos y biocompatibles como material de andamio para la
formacion de hueso nuevo y como alternativa a los injertos autélogos, aloinjertos o

xenoinjertos (Owen et al. 2017).

Stein et al mostraron que los beneficios clinicos de los BCP eran comparables a los del
hueso autégeno esponjoso en defectos infradseos periodontales, concluyendo que los
biomateriales BCP son una alternativa adecuada a los materiales de injerto
convencionales (Stein et al. 2009). Bouwman et al 2010 expusieron las propiedades
osteoconductivas de los materiales de BCP histomorfométricamente e
histolégicamente en un estudio de elevacién de seno maxilar mediante injerto éseo.
La maduracién ésea se evidencid por la presencia de hueso laminar (Bouwman et al.
2010).

En referencia a la respuesta celular, los materiales de BCP provocan reacciones a las
células dseas similares a las provocadas por el hueso. Daculsi et al 2003 investigaron la
remodelacién ésea dos meses después de colocar el injerto, y observd reabsorcion
osteoclastica en el hueso artificial y formaciéon dsea a expensas del biomaterial. La
arquitectura de los injertos dseos se diseiia con el fin de capturar las células madre
mesenquimales e inducir su fenotipo hacia lineas celulares osteogénicas (Daculsi et al.

2003).

El crecimiento 6seo ocurre alrededor y a expensas de la reabsorcion de los granulos de
BCP. Los acontecimientos en la interfase entre el hueso y el biomaterial de CaP
representan un proceso dindamico, incluyendo procesos fisico-quimicos, interacciones
de cristales y proteinas, colonizacion de tejidos y células, remodelacién o6sea,
contribuyendo a la formacién compacta de dicha interfase. Los procesos implican un
crecimiento éseo mineralizado y bien organizado a expensas del hueso artificial.

La caracteristica principal de los injertos bioactivos es que forman una unién directa
con el hueso hospedador, que resulta en una interfase fuerte comparado con otros
materiales bioinhertes que forman una interfase fibrosa (Daculsi 1998; Raymond et al.

2018; Sadowska et al. 2018).
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La reabsorcion y la bioactividad de los BCP se pueden controlar mediante la variacion
de la ratio B-TCP/HA. El equilibro ideal entre las fases de HA y B-TCP puede mejorar la
resistencia mecdnica y mejorar el comportamiento bioldgico del andamiaje del
biomaterial (LeGeros et al. 2003). Esta reabsorcién biolégica de este tipo de
biomaterial depende de la solubilidad de los constituyentes del material y de su
morfologia, incluyendo la porosidad y la estructura porosa (Kamitakahara et al. 2008).
Se han propuesto diversas ratios de HA/B-TCP para mejorar las propiedades de los

fosfatos bifasicos.

Inicialmente, los estudios de Ellinger et al y Yamada et al (Ellinger et al. 1986; Yamada
et al. 1997) indicaron que la ratio ideal para los BCPs como sustitutos dseos es 60% HA
y 40% de B-TCP. Lee et al 2008 testaron un BCP macropordtico (MBCP) para el
procedimiento de elevacién de seno maxilar y demostraron in vivo que esa esta ratio
tiene la forma porosa requerida para los intercambios bioldgicos de crecimiento dseo y
mineralizacién. Ademds, obtuvieron los mismos resultados predecibles cuando
injertaron el biomaterial sintético solo que cuando se combiné con hueso autdgeno.
Sin embargo, las Ultimas revisiones de los estudios han mostrado que,
independientemente de la ratio, los BCP aumentan la tasa y la calidad de regeneracion

O0sea comparado con los defectos control (Ebrahimi et al. 2017).

Otros factores que pueden afectan a la reabsorcion y respuesta bioldgica de los
biomateriales son la técnica quirurgica, el trauma quirdrgico y la duracién del

procedimiento quirdrgico (Ebrahimi et al. 2017).

3.6 Biofuncionalizacion de superficies con péptidos inhibidores de TGF-

Bl

Con el objetivo de mejorar la osteointegracion de los implantes tanto a corto como
largo plazo, la biofuncionalizaciéon de las superficies de titanio se centra en dos
aspectos basicos. En primer lugar, conocer las interacciones entre el implante y el

tejido del receptor para entender la respuesta celular y desarrollar una estrategia; en
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segundo lugar, el desarrollo de superficies biomiméticas para atraer a las células que

se encargaran de promover la osteointegracion.

El proceso de biofuncionalizacién de superficies de titanio es complejo. El titanio
puede ser funcionalizado mediante péptidos, proteinas o polimeros. Se han llevado a
cabo numerosos estudios sobre las caracteristicas de las proteinas que se adsorben en
la superficie del implante (Imamura et al. 2007). La inmovilizacién de biomoléculas
como proteinas, polisacaridos u oligopéptidos en sustratos sintéticos como el titanio es
una misién desafiante en el campo de la implantologia. Asimismo, la sujecién de estas
biomoléculas que poseen propiedades fisicas y quimicas diversas es el aspecto mas

delicado de la biofuncionalizacion.

La modificacion bioquimica de las superficies de titanio utilizando péptidos bioactivos
puede alterar la adhesién de células especificas en la superficie, alterando su tasa de
diferenciacién, reduciendo los tiempos de cicatrizacién, e incrementando la estabilidad

a largo plazo del implante (Chen et al. 2013).

La formacion de tejido fibrotico entre la superficie del implante y el lecho receptor
mandibular o maxilar da lugar a una fibrointegracion del implante y a la pérdida del
mismo. Esta reaccidén se caracteriza por una baja estabilidad del implante y mala
vascularizacién de los tejidos peri-implantarios. Al ser TGF-B1 uno de los principales
mediadores de la respuesta fibrética, esta asociado con patologias relacionadas con
inflamacién crénica afectando a diversos drganos y tejidos. El grupo de investigacion
formado por Borrds-Cuesta et al. de la Universidad de Navarra desarrollaron una serie
de péptidos que inhiben la ruta de sefializacion de TGF-B1. Estos péptidos derivan de
una region idéntica del receptor tipo Il de TGF-B1 humano y de rata, y que bloquean a
TGF-B1 in vitro (Ezquerro et al. 2003). Estos péptidos estan situados cerca del extremo
N-terminal de una proteina de superficie, una posicién que los hace accesibles para la
interaccion con otras moléculas de interés, y son capaces de unirse a esta citoquina

(Dotor et al. 2007).
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3.6.1 Biofuncionalizacion de superficies con péptidos inhibidores de TGF-$1: P144

P144 es un péptido lineal de 14 aminoacidos derivado del receptor tipo IIl del TGF-f1
que se encuentra en el citoesqueleto de multiples tipos celulares. P144 interacciona
con TGF-B1 en la regidon donde la citoquina conecta con su receptor, bloqueando asi la

ruta de sefializacion celular (Ezquerro et al. 2003; Serrati et al. 2009).

Las figuras 5y 6 representan las caracteristicas fisico-quimicas del péptido P144.
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Figura 5. Carga neta y punto isoeléctrico de pl44. https:;//www.genscript.com/ssl-

bin/site2/peptide_calculation.cgi
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Figura 6. Hidrofobicidad por aminoacido de P144. https://www.genscript.com/ssl-

bin/site2/peptide_calculation.cgi
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3.6.2 Biofuncionalizacion de superficies con péptidos inhibidores de TGF-B1: P17

P17 se identificé como un péptido inhibidor usando una biblioteca de fagos aleatoria
de 15 meros. P17 ha demostrado tener alta afinidad de unién con TGF-B1 y tuvo la
maxima eficacia bloqueando la ruta de sefializacion de la citoquina in vitro e in vivo

(Dotor et al. 2007b; Serrati et al. 2009).

Las caracteristicas fisico-quimicas del péptido pl7 se representan en las siguientes

figuras 7y 8:
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Figura 7. Carga neta y punto isoeléctrico de P17. https://www.genscript.com/ssl-

bin/site2/peptide_calculation.cgi
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Figura 8. Hidrofobicidad por aminoacido de P17. https:;//www.genscript.com/ssl-

bin/site2/peptide_calculation.cgi
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Ambos péptidos, p17 y p144, inhiben a TGF-B1 en la zona donde éste interacciona con
el receptor tipo 3 (R3-TGF- B1), de modo que bloquean la interaccién y la subsiguiente

secuencia de eventos de senalizacion del factor de crecimiento.

Se han realizado estudios in vitro e in vivo que demuestran que estos péptidos inhiben
la ruta de sefializacién de TGF-B1, reduciendo la fibrogénesis. Ademas, los estudios en
ratas muestran una reduccion de la fibrosis en el higado (Ezquerro et al. 2003).
Concretamente, el péptido P144 se encuentra en la fase Il de estudios clinicos sobre
tratamiento de fibrosis en esclerosis sistémica (Santibafiez et al. 2011). Por otra parte,
algunos estudios han mostrado que el péptido P144 puede mejorar la eficacia de la
inmunoterapia antitumoral en las lineas celulares del melanoma (Llopiz et al. 2009) y
que puede actuar como inmunomodulador en la respuesta celular de los tumores,
induciendo la produccion de citoquinas en el melanoma que redireccionan la

respuesta celular en contra de los tumores (Diaz-Valdés et al. 2011).

Mas adelante, se desarrolld6 una técnica para inmovilizar covalentemente
oligopéptidos en las superficies de titanio (Sevilla et al. 2016b). Estos péptidos fueron
inmovilizados en las superficies de titanio utilizando un proceso de biofuncionalizacién
gue conserva su actividad bioldgica. Este método de biofuncionalizacidon fue creado
por el grupo de investigacion de los Doctores Gil y Sevilla et al en la Universidad
Politécnica de Catalunya (Sevilla et al. 2016b, 2017). Como hemos visto, TGF-f1
desempeiia funciones diversas, entre ellas favorecer la reaccién fibrética de los tejidos.
Al ser TGF-B1 un potente reactor de efectos bioldgicos, el control de sus funciones

puede ser de gran importancia para influenciar en los procesos en los que participa.

Esta estrategia abre nuevas perspectivas en el campo de la biofuncionalizacidon de

superficies para la cicatrizacion de tejidos duros.

El objetivo actual de la implantologia es desarrollar superficies con disefios
topograficos estandarizados y controlados. Este enfoque tiene como pilar el
entendimiento de las interacciones entre proteinas, células y tejidos, con las
superficies de los implantes. La biofuncionalizacién con agentes estimuladores o
inhibidores en la regién peri-implantaria pueden responder a situaciones clinicas

dificiles de baja cantidad y calidad dseas.
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3.6.3 Biofuncionalizacion de fosfatos calcicos

Los materiales bioactivos permiten el anclaje de células y su diferenciaciéon
directamente en la superficie para la union intima con el hueso recién formado,

creando una interfase Unica y fuerte (Legeros 2002).

Los fosfatos calcicos poseen una alta afinidad para las proteinas, convirtiéndolos en
materiales ideales para péptidos bioactivos, factores de crecimiento o células
mesenquimales. Esta propiedad osteoinductiva se asocial a una geometria especifica

del biomaterial de CaP (Diez-Escudero et al. 2017).

En el dltimo siglo, la investigacién animal ha sido la base para el desarrollo de nuevos
biomateriales para la ingenieria tisular (Ebrahimi et al. 2017). Se ha demostrado que
los materiales bioceramicos de BCP son osteoconductivos y que ademas ofrecen la
posibilidad de adquirir caracteristicas osteoinductivas por medio del control de sus

propiedades fisicoquimicas.

La biofuncionalizacién de los biomateriales permite aprovechar sus propiedades fisico-
quimicas para inducir una respuesta désea controlada y dirigida a mejorar las
propiedades del biomaterial. El principal inconveniente de estos biomateriales es el
tiempo de espera entre su colocacién y la formacidn de hueso suficientemente

compacto para la colocacién de implantes.

En la constante busqueda de la mejora de los procesos de remodelacion dsea tras la
aplicacion de biomateriales, una de las estrategias planteadas podria ser biomimetizar
la superficie de biomateriales sintéticos de origen no natural, lo que permitiria
suplementar las propiedades fisico-quimicas de los mismos en aras de ayudar a una
mas rapida cicatrizacién de los tejidos dafiados o regenerados en nuestros pacientes.
Es por ello que esta tesis complementa su investigacién en un apartado en el cual se
evalla la actividad bioldgica de un fosfato tricalcico bifasico en un modelo animal,

experimentacion que en nuestro conocimiento no ha sido desarrollada previamente.
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4 Justificacion

El tratamiento con implantes dentales es, desde hace décadas, una terapia predecible
con una alta tasa de éxito en los pacientes total o parcialmente edéntulos. Hoy en dia,
en la mayoria de casos se logra la osteointegracion del implante en el lecho receptor,
pero todavia existen muchas situaciones clinicas en las que no se consigue esta unién
al hueso. A estos casos se les atribuyen multiples factores etiolégicos, como una baja
calidad 6sea, infecciones postoperatorias tempranas, o una produccion de tejido

fibroso alrededor del implante o fibrointegracion.

En los ultimos afos se han publicado diversos estudios con resultados contradictorios
en cuanto a la fisiopatologia y el papel exacto de los factores de crecimiento en la
osteointegracion. La ruta de sefializacidn de estos factores es compleja y el desarrollo
de agentes estimuladores o inhibidores que influyan en la respuesta celular de los
componentes de la remodelacion dsea es el reto actual de los estudios de

investigacion.

El tratamiento o funcionalizacion de las superficies de titanio ha generado un adelanto
en la mejora de la osteointegracién de los implantes en los ultimos afios. El desarrollo
de superficies mads atractivas para las poblaciones celulares encargadas de la
remodelacién 6sea puede dar lugar a una respuesta bioldgica mas especifica y
predecible desde el momento de la insercidon del implante en el hueso. Esta reaccion
del huésped es altamente dependiente del disefio microscopico y componentes de la
superficie del implante, de modo que la monitorizacion de la sefalizacion celular se

estd convirtiendo en el objetivo de implantologia moderna.

Por otro lado, la biofuncionalizacion de las superficies también puede ser una
estrategia no solo en los casos de fracaso de implantes, sino también en la aceleracién
de los tiempos de carga de los mismos. La necesidad de la aceleracion de la
osteointegracion de los implantes nace del deseo del acortamiento de las fases de

cicatrizacion, que hoy en dia enlentecen la fase protésica de las rehabilitaciones orales.
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Los péptidos inhibidores de TGF-B1, P17 y P144, han sido inmovilizados en superficies
de titanio con el objetivo de desarrollar una superficie biofuncionalizada que favorezca
la osteointegracion de los implantes dentales. Asimismo, el propdsito de esta
biofuncionalizacion también es la disminucion de los casos de fracaso por

fibrointegracion y el acortamiento entre las fases quirdrgicas y protésicas.

La escasa evidencia cientifica sobre la influencia de TGF-B1 en la osteointegracién de
los implantes, asi como los ultimos hallazgos sobre el uso de péptidos inhibidores de
TGF-B1, justifican la realizacion de este trabajo. En primer lugar, se pretende evaluar in
vitro los efectos de la inhibicion de TGF-B1 mediante estos péptidos en células tanto
medios de cultivo como en superficies de titanio. En segundo lugar, se pretende
evaluar en un modelo animal, in vivo, el efecto de la biofuncionalizacidon de superficies
tanto de implantes dentales como en biomateriales de regeneracidon ésea, mediante
analisis histomorfométrico, histolégico y ultraestructural, a tiempos cortos de

cicatrizacion.
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5 Hipotesis

La hipotesis cierta de este estudio es que la inhibicidon de la accién bioldgica del factor
de crecimiento TGF-B1 a través de la utilizacion de los péptidos inhibidores de TGF-f1
pl7 y p144, muestra respuesta bioldgica en términos de aceleracién de la cicatrizacién
en el entorno éseo y favorece la osteointegracién de elementos externos introducidos

en dicho entorno, durante los momentos tempranos de la cicatrizacion ésea.

La hipdtesis nula de este estudio es que la inhibicién de la accidn bioldgica del factor
de crecimiento TGF-B1 a través de la utilizacion de los péptidos inhibidores de TGF-f1
pl7 y pl44, NO muestra respuesta bioldgica en términos de aceleracién de la
cicatrizacién en el entorno dseo NI favorece la osteointegracion de elementos externos
introducidos en dicho entorno, durante los momentos tempranos de la cicatrizacién

osea.
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6 Objetivos

6.1 Objetivo general

Evaluar si la inhibicién de la accién bioldgica del factor de crecimiento TGF-B1 a través
de la utilizacion de los péptidos inhibidores de TGF-B1 pl7 y pl44, acelera la
cicatrizacién temprana dsea en relacion a la osteointegracion de superficies de titanio

y biomateriales de regeneracion dsea, tanto en modelo in vitro como in vivo.

6.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la accién de los péptidos P17 y P144 sobre TGF-B1 en células MC3T3-E1
pre-osteoblasticas. Conocer si la inhibicion de TGF-B1 tiene efectos positivos
sobre estas células y si promueve la diferenciacion osteoblastica (Estudio 1).

2. Determinar la accion del péptido P144 biofuncionalizado en superficies de
titanio sobre células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas. Valorar la respuesta en
marcadores osteoblasticos y fibroticos (Estudio 2).

3. Evaluar la osteointegracion de implantes dentales biofuncionalizados con los
citados péptidos inhibidores de TGF-B1 (Estudio 3).

4. Comparar los cambios histologicos e histomorfométricos de implantes
biofuncionalizados con ambos péptidos en modelo animal respecto a los no
biofuncionalizados (Estudio 3).

5. Valorar la osteointegracion de biomateriales de regeneracion désea sintéticos
(fosfato tricalcico bifasico) biofuncionalizados con el péptido inhibidor de TGF-
Bl pl44, en la cicatrizacion de alvéolos post-extraccion. Comparar las
caracteristicas  histolégicas de los tejidos duros y los cambios
histomorfométricos de los injertos dseos biofuncionalizados respecto a los no

biofuncionalizados (Estudio 4).
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7 Materiales y métodos

7.1 Materiales y métodos del estudio 1 in vitro

Realizamos un ensayo in vitro controlado y aleatorizado. Los materiales para

desarrollar el experimento fueron los siguientes:
7.1.1 Células

La linea celular MC3T3-E1 pre-osteoblastica ha sido obtenida de calota de ratdn
C57BL/6.
1 vial de 1 millén de células MC3T3-E1 fue adquirido de ATCC®, EEUU.

7.1.2 Cultivo celular

El medio de cultivo utilizado para las células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas fue el aMEM
(Gibco, Life Technologies, EEUU).
Los productos quimicos utilizados durante el cultivo de las células fueron los
siguientes:
- Penicilina-estreptomicina, liquido (Gibco, Life Technologies, EEUU)
- L-Glutamina-200 mM, liquido (Gibco, Life Technologies, EEUU)
- HEPES: acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanesulfonico  (Gibco, Life
Technologies, EEUU)
- Suero Bovino Fetal (FBS), certificado, origen EEUU (GIBCO, Life Technologies,
EEUU)
- Tampodn fosfato salino (PBS), (Gibco, Life Technologies, EEUU)
- RLT Buffer (Gibco, Life Technologies, EEUU)
- 0,05% EDTA-Tripsina (Gibco, Life Technologies, EEUU)

- TGF-B1 recombinante humano (Prospec, Israel)

7.1.3 Péptidos
Los péptidos utilizados en el ensayo son:

- P17, cuya secuencia es NH2-KRIWFIPRSSWYERA-OH.
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- P144, cuya secuencia es NH2-TSLDASIIWAMMOQN-OH.
Contribuidos por el Dr. Javier Dotor, de Digna Biotech® (Espana).
Los péptidos fueron entregados en forma de sal acética liofilizada.
7.1.4 Meétodos experimentales
Los métodos experimentales para desarrollar el ensayo fueron los siguientes:

e Determinacién de la inhibicién de TGF-B1 mediante la medicion de respuesta
de proteina SMAD2-fosforilada presente en las muestras de cultivo: Western
Blot.

e Determinacién de la expresion de proteinas codificadoras de genes en
remodelacién ésea: Real Time gPCR.

e Determinacién de la actividad de fosfatasa alcalina (ALP).

7.1.4.1 Western Blot

El procedimiento para determinar la expresion de la proteina SMAD2-fosforilada o p-

SMAD?2 fue el Western Blot. Para ello:

Se cultivaron células pre-osteobldsticas MC3T3-E1 de ratdn en pase 4 en medio de
cultivo Alpha-MEM suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de L-
glutamina, 2% de HEPES y 10% de FBS. Se incubaron a 372C, 5% CO,y 95% de humedad
relativa. Se procedié al cambio del medio de las células cada 48 horas, se lavé con PBS
estéril (tampdn fosfato salino) antes de introducir el nuevo medio, y asi sucesivamente

hasta alcanzar la cantidad necesaria de células.

Se tripsinizaron las células usando 2 ml de tripsina y se incubaron durante 5 minutos.
Después, se centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos y se introdujeron 3 ml de

nuevo medio. A continuacidn, se procedié al recuento total de células.

Se cultivaron 1.000.000 células en cada placa de Petri de 60mm de didmetro con
medio sin FBS. Después de 24 horas, se realizaron los medios a suministrar a cada

condicion.
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o Control: 0,5 ml de medio sin suero.

o TGF-B1: 0,5 ml de medio sin suero con 7,5 ng de TGF-B1. Se incubd
durante 30 minutos y se anadié.

o TGF-B1 + P17: 0,5 ml de medio sin suero con 7,5 ng de TGF-B1 y 300 ug
de P17. Se incubé durante 30 minutos y se afadio.

o TGF-B1+ P144:0,5 ml de medio sin suero con 7,5 ng de TGF-B1y 300 pug
de P144. Se incubé durante 30 minutos y se afiadio.

o P17:0,5 ml de medio sin suero con 300 pg de P17. Se incubd durante 30
minutos y se afiadio.

o P144: 0,5 ml de medio sin suero con 300 ug de P144. Se incubé durante

30 minutos y se afadio.

Se incubaron las placas durante 30 minutos. Posteriormente, las muestras se limpiaron
con PBS dos veces y se lisaron con 300 pl RIPA buffer en hielo, anadiendo previamente
80 pl de inhibidor de proteasas. El RIPA es a base de 50mM Tris-HCI, pH 7.4, 1% NP-40,
0.5% Na-deoxycholate, 0.1% SDS, 150 mM NaCl, 2mM EDTA, 50mM NaF, 1mM
inhibidor de proteasa/fosfatasa. Se introdujeron en el congelador durante 5 minutos. A
continuacién, las muestras se recogieron con el raspador, se introdujeron en

eppendorfs y se guardaron en el congelador a -80°C.

Las células se descongelaron y se centrifugaron a 12000 rpm durante 12 minutos.
Después, se recogid el sobrenadante y se procedié al ensayo de 4cido bis-
bicinchindnico (BCA) para la cuantificacion de la concentracidén de proteina presente:

Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, EEUU).

Después de la cuantificacién de proteina, 60 ug de proteina fueron extraidos de cada
muestra y mezclados con tampdn cargado SDS-PAGE + agente reductor hasta 1x
concentracién final. Las mezclas fueron movidas y calentadas a 962C durante 5

minutos para abrir la proteina.

El gel de resolucidon SDS-PAGE fue preparado y vertido entre las placas de vidrio (Bio

Rad, EEUU). Una vez el gel de resolucion fue polimerizado, el gel de apilamiento se
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preparo y vertié en el gel de resolucion usando el peine Mini-Protean para formar vias
en el gel. El gel se dejo polimerizar durante 20 minutos.

El Recombinant Precision Plus Protein Standard (Bio-Rad, EEUU) fue cargado en la
primera via del gel. Una vez los geles fueron cargados, se sumergieron en el tampdn de
electroforesis y la electroforesis se ejecutd a 120 V utilizando el aparato Mini-Protean

Tetracell (Bio-Rad, EEUU) hasta que las muestras atravesaran toda la via.

La membrana adsorbente de PVDF (polifluoruro de vinilideno) (Immobilon-P, Millipore,
EEUU) fue inmersa brevemente en metanol, y luego en el tampdn de transferencia
durante 5-10 minutos. A continuacién, el gel y la membrana PVDF fueron ensamblados
en el casete del aparato de Tetracell e inmersos en el tampdn de transferencia. La
potencial de transferencia proteica fue de 60 V durante una noche a 4°C.

Las membranas se bloquearon introduciéndolas una hora en BSA al 5% en TBS (Tris-
Buffered Saline) conteniendo 0,1% Tween 20 (TBST). Posteriormente fueron incubadas
durante 3 horas con el anticuerpo de actina musculo liso anti-alfa-liso (1:2000) (Santa
Cruz Biotechnology, EEUU) para crear un control de proteina, y a continuacién
incubadas con anticuerpo anti-fosfo-SMAD2 (1:1500) (Cell Signaling Technology,
EEUU). Después, fueron lavadas tres veces con TBST e incubadas durante una hora con
anticuerpo secundario de anti-conejo peroxidasa (1:20.000).

Después del ultimo lavado con TBST (3 veces cada uno durante 5 minutos), las bandas
de proteina fueron reveladas con un sistema quimicoluminico de deteccién (Lumi Light
Plus, Roche GmbH, Mannheim, Germany) y un analizador de imagen luminiscente

(Fujifilm LAS1000 Pro).

7.1.4.2 PCR cuantitativa o a tiempo real: gPCR

Se cultivaron células pre-osteoblasticas MC3T3-E1 de ratdn en pase 4 en medio de
cultivo Alpha-MEM suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de L-
glutamina, 2% de HEPES y 10% de FBS. Se incubaron a 372C, 5% CO,y 95% de humedad
relativa. Se procedié al cambio del medio de las células cada 48 horas, se lavé con PBS
estéril antes de introducir el nuevo medio, hasta alcanzar la cantidad de células

necesarias.
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Las proteinas codificadoras de genes que fueron evaluadas con la gPCR son: beta-
actina, osteocalcina (OC), factor de transcripcién 2 relacionado con runt (RUNX2),

colageno tipo | alfa 1 (Collal), proteina morfogenética de hueso tipo 2 (BMP2).

Las secuencias de Primers de ADN de las proteinas codificadoras de gen se representan

en la tabla 1:

Beta-actin Mouse Forward

Beta-actin Mouse Reverse
Osteocalcin Mouse Forward

Osteocalcin Mouse Reverse

RUNX2 Mouse Forward
RUNX2 Mouse Reverse

Collalphal Mouse Forward

Collalphal Mouse Reverse

BMP2 Mouse Forward
BMP2 Mouse Reverse

5’-ctaaggccaaccgtgaaaag-3’

5’-accagaggcatacagggaca-3’
5’-agactccggcgctacctt-3’

5’-ctcgtcacaagcagggttaag-3’
5’-gcccaggcegtatttcaga-3’
5’-tgcctggctcttcttactgag-3’

5’-catgttcagctttgtggacct-3’
5’-gcagctgacttcagggatgt-3’

5’-cggactgcggtctcctaa-3’
5’-ggggaagcagcaacactaga-3’

Tabla 1: Secuencias de primers de ADN utilizadas en el ensayo gPCR.

Los tiempos seleccionados para la PCR fueron 6 horas, 1 dia, 2 dias y 4 dias. Cada
condicion se dividié en tres pocillos. En total, 72 pocillos en 4 placas. Cada pocillo

contenia 40.000 células.

o Control: 1 ml de medio sin suero.

o TGF-B1: 1 ml de medio sin suero con 5 ng de TGF-B1. Se incubé durante
30 minutos y se afadio.

o TGF-B1 + P17: 1 ml de medio sin suero con 5 ng de TGF-B1 y 200 ug de
P17. Se incubd durante 30 minutos y se anadié.

o TGF-B1+ P144: 1 ml de medio sin suero con 5 ng de TGF-B1y 200 ug de
P144. Se incubd durante 30 minutos y se anadié.

o P17: 1 ml de medio sin suero con 200 pg de P17. Se incubéd durante 30

minutos y se afiadio.
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o P144: 1 ml de medio sin suero con 200 pg de P144. Se incubd durante

30 minutos y se afiadio.

El dia de la preparacién de las condiciones, pasadas las 6 primeras horas, se lisaron las
células de la primera placa con RLT buffer. Se aspird el medio, se enjuagé con 0,5 ml de
PBS y se introdujeron 0,3 ml de RLT buffer. Se rasco y se introdujo en eppendorfs y en
el congelador a -802C para su conservacion.
A las 24 horas, se cambi6 el medio de las placas correspondientes a los dias 2y 4 y se
procedio al lisado de la placa de las 24h, realizando el procedimiento ya descrito.
A las 48 horas, se cambid el medio de la placa de los 4 dias y se liso la placa del tercer
grupo (2 dias).
El protocolo que se siguid para la PCR es el siguiente: 1) extraccion mRNA, 2)
cuantificacién espectrofotométrica de RNA, 3) transcripcion inversa (RT) y 4) reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR).
El mRNA se recogio y se purificé usando el RNEasy Plus Minikit (Qiagen, Alemania),
siguiendo el protocolo del kit. La cuantificacion de RNA se llevd a cabo midiendo la
absorbancia con un espectrofotometro Infinite® 200 PRO NanoQuant (Tecan, Suiza)
usando la placa de Tecan’s Nanoquant y el software the i-control™-microplaca.
Durante la transcripcion inversa, la enzima transcriptasa inversa se utilizé para la
transcripciéon a cDNA de doble cadena de las moléculas de mRNA. Para realizar la
transcripcién inversa de las muestras, se uso el kit de QuantiTect Reverse Transcription
(Qiagen, Alemania).
El resultante cDNA se amplificéd utilizando el método QuantiFast SYBR Green. Este
procedimiento requiere el tinte de la doble cadena de DNA en la reaccidon en cadena
de la polimerasa, que se une a la nueva doble cadena de DNA sintetizada y le otorga
fluorescencia. La amplificacion de los genes se realizd con el sistema StepOne™ Real-
Time PCR. El software v2.2.1 se utilizé siguiendo el protocolo de amplificacion
siguiente:

e 95°C10 min.

e 40ciclos de:

o 95°C30seg.
o 55°C1min.
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o 72°C1min.
e Curva de fusién/disociacion

o 55°a95°C.

7.1.4.3 Actividad de la fosfatasa alcalina (ALP)

Se cultivaron células pre-osteobldsticas MC3T3-E1 de ratdn en pase 4 en medio de
cultivo Alpha-MEM suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de L-
glutamina, 2% de HEPES y 10% de FBS. Se incubaron a 372C, 5% CO,y 95% de humedad
relativa. Se procedié al cambio del medio de las células cada 48 horas, se lavé con PBS
estéril antes de introducir el nuevo medio, hasta alcanzar la cantidad de células

necesarias.

Se tripsinizaron las células con 3 ml de TripLE y se incubaron durante 5 minutos a 372C.
Se depositd en un falcon y se introdujo medio nuevo. Se centrifugd durante 5 minutos.
A continuacion, se vacié el contenido, quedando el bloque de células enganchado al
falcén. Se introdujo medio nuevo y se procedid a la contabilizacién celular mediante

Camara de Neubauer.

Se introdujeron 20.000 células en cada pocillo de una placa de 48 pocillos, junto con
900 pl de medio correspondiente, 10 ng/ml de TGF-R1 en los grupos correspondientes.
Se utilizaron las 6 mismas condiciones y los tiempos seleccionados fueron 7 dias, 14
dias y 21 dias. Para ello, a la semana 1, 2 y 3, se extrajo el medio celular de la placa

correspondiente, se limpid con PBS y se congeld a -80°C.

Para determinar la cantidad de proteina presente, se utilizd el kit Pierce® BCA Protein
Assay (Thermo Scientific, EEUU). La medicion de la actividad de ALP fue realizada
mediante el Alkaline Phosphatase Assay Kit (Colorimetric) de Abcam (UK), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este método utiliza el fosfato p-nitrofenil (Pnpp) como
sustrato fosfatasa que se vuelve amarillo (Amax = 405 nm) cuando es defosforilado por

la ALP y puede detectar entre 10-250 pU de ALP en las muestras.
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7.2 Materiales y métodos del estudio 2 in vitro

Esta parte del trabajo se lleva a cabo desde la experimentacién inicial que realizé uno
de mis directores de Tesis, el doctor Pablo Sevilla Sanchez, en cuanto a la
funcionalizacién de superficies de titanio, mediante el anclaje de péptidos inhibidores
de TGF-B1 a dichas superficies. Complementamos su trabajo realizando un ensayo in
vitro controlado y aleatorizado. Los materiales para desarrollar el experimento fueron

los siguientes:
7.2.1 Células
Se utilizaron tres tipos celulares para este estudio:

- Células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas de calota de raton C57BL/6.
- Células NIH/3T3 fibroblasticas de calota de ratén C57BL/6.

- Células mesenquimales humanas

Los productos quimicos utilizados durante el cultivo de las células fueron los mismos

que los relatados previamente en la misma seccién del estudio 1.
7.2.2 Superficies de titanio y grupos de estudio

Se utilizaron barras de 10mm de didmetro de titanio comercialmente puro (CP-Ti) de
grado 2 (Ti) (Nagoya, Japdn) y obleas de CP-Ti de 60mm de didmetro y 1 mm de
espesor (Goodfellow, Gran Bretana), segun el método experimental desarrollado. En
estas superficies se biofuncionalizd el péptido P144 segun la técnica de

biofuncionalizacion desarrollada por Sevilla et al (Sevilla et al. 2016b).
Para el ensayo de gPCR se utilizaron tres grupos de estudio:

- Grupo control de superficie de titanio sin biofuncionalizar
- Grupo de superficie de titanio con APTES + acido maldnico.

- Superficie de titanio biofuncionalizada con APTES + acido maldnico + MP144

Para los experimentos de determinacion de la actividad de fosfatasa alcalina (ALP) y

produccién de osteocalcina (OC) se utilizaron los siguientes grupos de estudio:

- Grupo control de superficies de titanio sin biofuncionalizar
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- Superficie del pocillo sin titanio (Tissue Culture Polystyrene) (TCPS)

- Superficie de titanio funcionalizada con MP144

7.2.3 Péptido

El péptido utilizado en este ensayo fue el péptido MP144 (H-
KGGGGGGTSLDASIIWAMMOQN-OH). La cadena KGGGGGG actua anclaje del péptido a la

superficie y como espaciador para mejorar la interaccion con TGF-B1.

7.2.4 Métodos experimentales
Los métodos experimentales para desarrollar el ensayo fueron los siguientes:

e Determinacién de la inhibicién de TGF-B1 mediante la medicion de respuesta
de proteina SMAD2-fosforilada presente en las muestras de cultivo: Western
Blot.

e Determinacién de la expresion de proteinas codificadoras de genes de
osteoblastos y fibroblastos: Real Time qPCR.

e Determinacién de la actividad de fosfatasa alcalina (ALP) y produccién de

osteocalcina (OC).
7.2.4.1 Western blot de SMAD2

El procedimiento para determinar la expresion de la proteina SMAD2-fosforilada o p-
SMAD?2 fue el Western Blot. Se utilizaron obleas de de CP-Ti de 60mm de didmetroy 1

mm de espesor (Goodfellow, Gran Bretaiia).
Las condiciones fueron las siguientes:

o Control: CP-Ti sin funcionalizar en 1,5 ml de medio sin suero y 0,7ng/ml
de TGF-B1. Se incubd durante 30 minutos y se afiadio.

o MP144: CP-Ti funcionalizado con MP144 sumergido en 1,5 ml de medio
sin suero con 0,7ng/ml de TGF-B1. Se incubd durante 30 minutos y se

afiadio.
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o No TGF-B1: CP-Ti funcionalizado con MP144 sumergido en 1,5 ml de
medio sin suero sin TGF-B1.
o MP144 en solucidn: CP-Ti sin funcionalizar con 200ug/ml de MP144 en

solucion.

Se cultivaron células pre-osteoblasticas MC3T3-E1 de ratdn en pase 4 en medio de
cultivo Alpha-MEM suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de L-
glutamina. Cuando se formaron el nimero suficiente de células, 500.000 células se
transfirieron a cada una de las placas de petri de 6cm donde estaban alojadas las
diferentes obleas de titanio. Después de 24 horas de adhesion celular, se anadié
0,7ng/ml de TGF-B1 sin suero a las superficies de CP-Ti con las diferentes condiciones y
se incubd durante 30 minutos a 379C. Posteriormente, el medio se transfirié a las

células y se incubd a 379C durante una hora.

A continuacion, se procedié a la separacion de proteinas y andlisis de la proteina

SMAD2-fosforilada como se ha descrito previamente.

7.2.4.2 PCR cuantitativa o a tiempo real: gPCR

Se utilizaron barras de 10mm de didmetro de titanio comercialmente puro (CP-Ti) de
grado 2 (Ti) (Nagoya, Japdn). La expresion de proteinas codificadoras de genes de los
osteoblastos se determind con las células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas. Se cultivaron
40.000 células en cada pocillo con las diferentes condiciones de ensayo. El pocillo de
poliestireno sin titanio fue utilizado como grupo de control. El medio de cultivo
utilizado fue el alfa-MEM suplementado con 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de L-
glutamina y 0,5ng/ml de TGF-B1. Adicionalmente, 10% de suero fetal bovino (FBS) y
factores osteogénicos (10 mmol/l de fosfato B-glicerol, 50 ug/ml de acido ascérbico y
50 umol/l de dexametasona) se afadieron el segundo dia de cultivo. Las células

MC3T3-E1 fueron recolectadas después de 2, 7, 14 y 21 dias de cultivo.

Los genes que fueron evaluados con la qPCR en los osteoblastos fueron: osteocalcina
(0C), factor de transcripcién relacionado con run 2 (RUNX2), colageno tipo | alfa 1

(Col1al) y fosfatasa alcalina (ALP).
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La expresion de genes fibroblasticos se determind utilizando células NIH/3T3. Se
cultivaron 40.000 células en cada pocillo que contenia las diferentes superficies de CP-
Ti. El pocillo de plastico sin titanio fue utilizado como grupo control. Los experimentos
se realizaron por triplicado. Las células se cultivaron con D-MEM suplementado con 1%
de penicilina/estreptomicina, 1% de L-Glutamina y 0,5ng/ml de TGF-B1. Después de un
dia de cultivo, se afiadié 10% FBS al medio y el medio se cambid cada dia. Las células
fueron recolectadas los dias 1, 3 y 7 utilizando la solucién tampdn RLT del kit RNEasy

de Qiagen.

Los genes que fueron evaluados con la qPCR en los fibroblastos fueron: fibronectina
(FN), colageno tipo | alfa 1 (Collal), actina de mdusculo liso alfa (alfa-SMA), vy
metaloproteasas de matriz tipo 2, 3y 9 (MMP2, MMP3 y MMP9).

Las secuencias de primers de ADN utilizadas para el estudio se indican en la tabla 2.

Alpha-SMA Mouse Forward
Alpha-SMA Mouse Reverse

5’-cccacccagagtggagaa-3’
5’-acatagctggagcagcgtct-3’

Beta-actin Mouse Forward
Beta-actin Mouse Reverse

5’-ctaaggccaaccgtgaaaag-3’
5’-accagaggcatacagggaca-3’

ALP Mouse Forward
ALP Mouse Reverse

Osteocalcin Mouse Forward
Osteocalcin Mouse Reverse

RUNX2 Mouse Forward
RUNX2 Mouse Reverse

Collalphal Mouse Forward
Collalphal Mouse Reverse

MMP2 Mouse Forward
MMP2 Mouse Reverse

MMP3 Mouse Forward
MMP3 Mouse Reverse

MMP9 Mouse Forward
MMPS Mouse Reverse

Fibronectin Mouse Forward
Fibronectin Mouse Reverse

5’-cggatcctgaccaaaaacc-3’
5’-tcatgatgtccgtggtcaat-3’

5’-agactccggcgctacctt-3’
5’-ctcgtcacaagcagggttaag-3’

5’-gcccaggegtatttcaga-3’
5’-tgcctggctcttcttactgag-3’

5’-catgttcagctttgtggacct-3’
5’-gcagctgacttcagggatgt-3’

5’-taacctggatgccgtcgt-3’
5’-ttcaggtaataagcacccttgaa-3’

5’-ttgttctttgatgcagtcage-3’
5’-gatttgcgccaaaagtge-3’

5’-acgacatagacggcatcca-3’
5’-gctgtggttcagttgtggtg-3’

5’-cggagagagtgcccctacta-3’
5’-cgatattggtgaatcgcaga-3’

Tabla 2: Secuencias de primers de ADN utilizadas para el ensayo qPCR.
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El método de gPCR fue el mismo descrito en el estudio 1 in vitro (ver seccién 6.1.4.2.).

7.2.4.3 Actividad de fosfatasa alcalina (ALP) y produccion de osteocalcina (OC)

Se utilizaron barras de 10mm de diametro de titanio comercialmente puro (CP-Ti) de
grado 2 (Ti) (Nagoya, Japdn). Se utilizaron células mesenquimales humanas en las
diferentes superficies de CP-Ti y el grupo control sin titanio en el pocillo de
poliestireno. Las células se recolectaron después de 7, 14 y 21 dias de cultivo. En cada
condicion experimental se cultivaron 10.000 células en Advance-MEM con 1% de
penicilina/estreptomicina, 1% de L-Glutamina, 0,5ng/ml de TGF-B1 y factores
osteogénicos (10 mmol/l de fosfato B-glicerol, 50 pg/ml de acido ascérbico y 50

umol/l de dexametasona).

La medicion de la actividad de ALP fue realizada mediante el Alkaline Phosphatase
Assay Kit (Colorimetric) de Abcam (UK), siguiendo las instrucciones del fabricante. La
cuantificacién de la intensidad de fluorescencia y la curva patrén se determinaron
utilizando un espectrofluorémetro Infinite 200 Pro (Tecan, Suiza). De manera similar, la
medicion de la produccidon de OC se determind utilizando el kit Osteocalcin Human
Direct ELISA de Invitrogen (Life Technologies, EEUU) siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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7.3 Materiales y métodos estudio 3y 4 in vivo

Tras haber confirmado la biocompatibilidad de los péptidos y su accién in vitro, el
siguiente paso fue probar su viabilidad mediante experimentacion in vivo en modelo
animal. Las fases para la realizacion del estudio experimental in vivo se muestran en el

cronograma siguiente:

Aﬁase quirdrgica 1: \

a) Extraccion de raices mesiales de
¥ Redaccién del '
premolares o
v Analisis histolégico

histomorfométrico
Fase5

protocolo de estudio

v’ Procesamiento

b) Endodoncias de raices distales
de muestras

¥ Aprobacién del

) de premolares
Comité Etico . ¥ Cuantificacion
v Fase quirdrgica 2:

v Andlisis ultraestructural

v Obtenciénde la E ——
a) Extraccion de raices distales
Financiacion . ol ¥ Anélisis estadistico
b) Colocacién de implantes y de

Fasel biomateriales Fased

kSacrificio /

Fase 2

Cronograma de las fases del estudio experimental in vivo.

7.3.1 Descripcion del tipo de implante y superficies

Se utilizé el implante VEGA (Klockner®, Barcelona, Espafia) fabricado con titanio
comercialmente puro de grado IV. Este tipo de implante posee un tratamiento de
granallado y pasivado acido. Las dimensiones de los implantes fueron de 3,5 mm de
diametro y 8 mm de longitud. Todos los implantes (n=36) presentaban sistema de
reduccién de plataforma y el hexdgono interno era de 2,05 mm. Los tres grupos de

estudio fueron los siguientes:

1. Implante VEGA (Klockner®, Espafia) o grupo control: n=12.
2. Implante VEGA (Klockner®, Espafia) biofuncionalizado con péptido P17: n=12.

3. Implante VEGA (Klockner®, Espafia) biofuncionalizado con péptido P144: n=12.
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7.3.2 Descripcion del biomaterial de regeneracion dsea

El hueso sintético Maxresorb® (Botiss Biomaterials, Klockner®) es un fosfato célcico
bifdsico homogéneo compuesto por un 60% de Hidroxiapatita y un 40% de fosfato-

tricdlcico beta (B-TCP). Los grupos de estudio fueron los siguientes:

1. Hueso sintético Maxresorb®: n=12.

2. Hueso sintético Maxresorb® con péptido P144 inhibidor de TGF-B1: n=12.

7.3.3 Proceso de biofuncionalizacién
7.3.3.1 Biofuncionalizacion de los implantes

Se adquirié Dimetilformamida, NaOH, 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), acido
maldnico, N,N,N’,N’-tetrametil-O-(1H-benzotriazol-1-yl) uronio hexafluorofosfato
(HBTU), isopropanol, N,N-diisopropiletilamina (DIEA) y el kit de Kaiser Test,
proporcionados por la empresa Sigma-Aldrich (St Luis, Minesota, EEUU), asi como
acetona, etanol y tolueno anhidro, adquiridos de la empresa Panreac S.A (Barcelona,

Espaia).

Los péptidos pl17 y p144 fueron fabricados mediante sintesis de péptidos en fase sélida
(Lloyd-Williams et al 1997) en un sintetizador multiple de péptidos automatico APEX
396 (AAPPTEC LLC) y amablemente cedidos por Digna Biotech (Madrid, Espafia) en un
estado liofilizado. Los péptidos fueron disueltos en dimetil formamida (Sigma-Aldrich,

St Louis, Minesota, EEUU) a una concentracién de 0,2 mmol/I.

Para poder anclar los péptidos a la superficie de titanio de los implantes, éstos fueron
sometidos a un proceso de cuatro pasos (Sevilla et al. 2011, 2017). Inicialmente, los
implantes se sumergieron en NaOH 5mol/l a 60°C durante 24 horas (Paso 1) para
formar una gran cantidad de grupos OH" en la superficie de titanio. A continuacién, los
implantes fueron lavados en agua destilada durante 30 minutos tres veces, enjuagados
con acetona y secados con N; (Gil et al. 2002). Después de esta activacion, los
implantes fueron silanizados (paso 2) mediante inmersidn en una solucién de APTES de

30mmol/l en tolueno anhidro a 702C durante 1 hora con agitacion y atmésfera de
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nitrogeno. Posteriormente, los implantes fueron sonicados en tolueno anhidro
Durante 15 minutos y lavados con etanol, isopropanol, agua destilada y acetona y
secados con Ny El tercer paso consistio en anclar un crosslinker (acido maldnico) como
entrecruzante en la superficie silanizada con APTES sumergiendo los implantes en una
solucién de dimetilformamida conteniendo acido malénico 10mM, 30 mM de O-
benzotriazol-N, N, N', N'-tetrametil-uronio-hexafluoro-fosfato (HBTU) y 100 mM de di-
isopropiletilamina (DIEA) durante 2 horas a temperatura ambiente con agitacidn.
Luego, los implantes fueron lavados en dimetilformamida pura dos veces. Como ultimo
paso, la inmovilizacion de p17 y p144 en la superficie del titanio se logré mediante la
inmersién durante toda la noche de los implantes en una solucidon dimetil formamida
(DMF) conteniendo 0,2mmol/I de los péptidos p17 y pl144 a temperatura ambiente.
Finalmente, los implantes fueron lavados en DMF pura y etanol dos veces y secados
con Na. La presencia de los péptidos en la superficie de los implantes fue confirmada a
través del Test de Kaiser. Los implantes fueron almacenados en un ambiente seco para
la posterior esterilizacién e implantacion. Los implantes fueron esterilizados mediante
inmersién en etanol al 70% durante 10 minutos y enjuagados con suero fisiolégico

salino (PBS) estéril tres veces.

7.3.3.2 Biofuncionalizacion del biomaterial

Se procedid a la dilucion del péptido P144 en solucidon salina tamponada con fosfato
estéril: 50 mg de P144 en 5 ml de solucion salina (10mg/ml de concentracidon). A
continuacién, se afiadieron 0,5ml de la mezcla a 2mg de Maxresorb® y se mezcld justo
antes de introducir el injerto en los alvéolos. La concentracion del péptido en el

biomaterial fue de 10mg/cc.

7.3.4 Modelo animal y criterio de seleccién

La investigacidn se realizé en una muestra de seis perros Beagle machos de un ano de
edad y con un peso entre 12-15kg. El estudio fue evaluado y aprobado por el Comité

de Etica (CEEHA 3256 DMAH 8890) de la Comisién de Experimentaciéon Animal
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(Direccid General de Politiques Ambientals de la Generalitat de Catalunya). Todos los
procedimientos fueron desarrollados segun las guias European Community Guidelines

(Directive 2010/63/EU).

Antes de la primera cirugia, los animales fueron aclimatados al medio local durante
dos semanas, en tres habitaculos con espacio adecuado para dos animales cada uno y
debidamente aclimatados. Todos los perros fueron monitorizados por dos veterinarios
acreditados en experimentacion animal durante todo el estudio hasta el dia del

sacrificio.

7.3.5 Procedimientos quirurgicos

Las cirugias fueron llevadas a cabo en las instalaciones quirurgicas de la Facultat de

Veterinaria de la Universitat Autonoma de Barcelona (Barcelona, Espaia).

Cirugia 2:
- Extraccion de raices distales
Sacrificios:
- Colocacién de implantes y de biomateriales
0 |2 |4 |s
>
-8
. Tiempo

AER (semanas)

- Extraccion de raices mesiales

de premolares

- Endodoncias de raices distales

de premolares

Figura 9: Disefio del estudio.
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Para los procedimientos quirargicos, los perros fueron preanestesiados usando una
inyeccion intramuscular de medetomidina y metadona. La anestesia fue inducida por
inyeccion endovenosa de propofol y diazepan y mantenida por isoflorano inhalada en
un portador de oxigeno. Durante la cirugia, todos los animales recibieron por via
endoenosa solucidn salina isotdnica e inyeccidn intravenosa de cefazolin. La anestesia
local en mandibula se realizd con articaina 4% 1:100.000 epinefrina mediante técnica

infiltrativa en las mandibulas.
El estudio constd de dos fases quirurgicas:

7.3.5.1 Fase quirurgica 1: Extraccion de la raiz mesial de los 22, 32 y 4¢°

premolares mandibulares.

La primera cirugia consistié en la extraccion de la raiz mesial de los 29, 32 y 4¢
premolares mandibulares. Para ello, se hemiseccionaron el segundo, tercer y cuarto
premolares (P2, P3 y P4) de cada hemimandibula con una fresa diamantada y con
refrigeracion, y se exodonciod la raiz mesial de cada premolar, siguiendo una técnica
atraumatica. Se realizé la endodoncia de la raiz distal de cada premolar seccionado con
la obturacion del conducto radicular mediante técnica de obturacion termoplastica de
un solo paso usando como cemento AHPlus® y como cono de gutapercha el sistema
Thermafil® (Figura 10). Se pulieron los bordes cortantes de las coronas de los

hemipremolares. Se suturé con polyglactina reabsorbible Vycril© 4/0.
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Figura 10: Fase quirurgica 1. a) Hemiseccidn de segundo, tercer y cuarto premolar inferior (P2,
P3 y P4. b) Exodoncias de raices mesiales de los premolares. c) Obturacién de conductos de

raices distales de los premolares.
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Seguidamente, se realizaron radiografias de craneo de los animales para comprobar
los tratamientos realizados (Figura 11). Inmediatamente después de la cirugia, todos
los animales recibieron antiinflamatorios y analgésicos para el dolor postoperatorio

(metadona y meloxicam).

Figura 11: a) y b) Radiografias postoperatorias de la fase quirdrgica 1.

Todos los animales presentaron una cicatrizacién postoperatoria favorable; se
inspeccionaron las heridas hasta que la sutura se reabsorbié completamente (Figura

12).

Figura 12: Aspecto clinico dos semanas después de la primera fase quirurgica.
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7.3.5.2 Fase quirurgica 2: colocacion de implantes y de biomateriales.

La segunda fase quirdrgica se realizd ocho semanas después de la primera. Se
realizaron incisiones intrasulculares desde mesial del primer premolar hasta distal del
primer molar con una hoja de bisturi del nimero 15C. Se elevaron colgajos
mucoperidsticos con un periostotomo de Freer. Se insertaton tres implantes por
hemimandibula en el segmento éseo correspondiente a los alvéolos mesiales ya
cicatrizados. Se realizd el lecho implantario siguiendo las instrucciones precisas del
fabricante. Los implantes se colocaron yuxtacrestales junto con sus tornillos de cierre

(Figura 14).

Previamente, se habia realizado la exodoncia de las raices distales endodonciadas
siguiendo una técnica atraumadtica y legrando los restos de tejido de granulaciéon
presentes en algunos alvéolos, para evitar que el acto quirurgico influyera en los lechos
implantarios, como se observa en la Figura 13. Tras haber colocado los implantes
dentarios, seguidamente, en cada uno de los alvéolos se introdujeron 0,5cm? del

descrito biomaterial, vehiculizado en 0,5ml de suero fisioldgico.

60



Materiales y Métodos

Figura 13: Imagenes clinicas de las exodoncias de las raices distales. a) Imagen clinica
preoperatoria de los premolares hemiseccionados. b) Exodoncias de las raices distales de los

premolares y aspecto clinico del hueso en el area de la raiz mesial ya cicatrizado.
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Figura 14: Imagenes clinicas de la segunda fase quirurgica. a) Exodoncias raices distales y
fresado para colocacion de implantes; b) Colocacién de implantes; c) Implantes colocados en
posicion P2, P3 y P4; d) Regeneracion con los tres biomateriales en los alvéolos post-

extraccion.

Los colgajos fueron adaptados utilizando una sutura libre de tensiones y mediante
polyglactina reabsorbible Vycril® 4/0 (Figura 15). Se realizaron radiografias de las

mandibulas después de la cirugia (Figura 16).

Figura 15: Cierre del colgajo por primera intencidn mediante sutura reabsorbible Vycril®.
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Actual = -18-21 Actual

Actual

Actual

Figura 16: Radiografias postoperatorias a la cirugia de colocacion de implantes y de

biomateriales.

Posteriormente, todos los animales recibieron antiinflamatorios y analgésicos para el
dolor postoperatorio (metadona y meloxicam), asi como antibiético profilactico,
intravenoso durante la cirugia y el postoperatorio (cefocevin). Durante el periodo
postoperatorio también se administré6 medicaciéon antiinflamatorio no esteroidal
subcutdaneamente a todos los animales durante los primeros 7 dias para prevenir el

dolory la inflamacién.
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7.3.6 Sacrificio

Se sacrificaron dos animales en tres tiempos distintos: 2, 4 y 8 semanas después de la
cirugia. El sacrificio se realiz6 mediante inyeccidén intravenosa por sobredosis de
pentobartital sddico. Se prepard una sedacién previa a la eutanasia de medetomidina

por razones de bienestar animal.

El dia del sacrificio, se realizaron radiografias de cada hemimandibula (Figura 17).
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Figura 17: Radiografias de las hemimandibulas el dia del sacrificio. a) Dos semanas posteriores
a la colocacién de implantes y biomateriales ; b) Cuatro semanas posteriores; c) Ocho semanas

posteriores.
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7.3.7 Procesamiento de las muestras

Para analizar los resultados, se extrajeron las mandibulas y se procedié al corte de las
mismas en seis bloques que contenian el fragmento éseo a analizar en este estudio. El
procesamiento de los especimenes se realizd para obtener muestras histoldgicas
cuantificables mediante tincién histoldgica. Para ello, las muestras fueron procesadas
segun el protocolo descrito por Donath y Breuner (Donath & Breuner 1982) de
muestras sin descalcificar mediante el sistema de corte y pulido EXAKT (EXAKT,

Alemania), utilizando el metacrilato de metilo (MMA) como medio de inclusién.

Las muestras fueron fijadas en formol inmediatamente tras su extraccién. Tras dos
semanas de fijacion, las muestras se sometieron a un proceso de deshidratacion que
se llevd a cabo mediante la inmersidon de dichas muestras en una serie de bafios
sucesivos de etanol en solucidn acuosa a diferentes concentraciones (30%, 50%, 75%,

96% y 100%) con agitacion constante a 50 rpm.

Tras la deshidratacién completa, se realizd el proceso de inclusion en resina PMMA
(polimetilmetacrilato) Technovit 7200 VLC (Kulzer-Heraus, Alemania) sumergiendo las
muestras en soluciones de etano con concentraciones crecientes de resina MMA (30%,

50%, 75%, 100%) bajo agitacidon constante a 50 rpm.

Las muestras sumergidas en 100% de resina se mantuvieron en vacio para asegurar la
correcta penetraciéon de la resina en los tejidos y se solidificaron seguidamente
mediante la utilizacion de un equipo de foto-polimerizacion EXAKT 520 (Exakt,

Alemania) con unidad de control de luz blanca y UV.

Las muestras embebidas en resina de PMMA fueron cortadas mediante una sierra
EXAKT modelo 300 con banda de diamante hasta alcanzar la zona de interés,
correspondiente a la seccién longitudinal del defecto en el plano sagital mandibular.
Los cortes se realizaron bajo condiciones de refrigeracidon por irrigaciéon continua de
agua con el fin de prevenir y evitar el sobrecalentamiento y deterioro de los tejidos,
bajo condiciones de maxima velocidad de rotacién de la banda y minima carga de
avance. Los cortes obtenidos fueron pulidos hasta dejar la superficie completamente

lisa y sin rallas. El pulido se hizo con papeles abrasivos de carburo de silicio (SiC) de
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diferentes granulometrias (P800, P1200 y P4000) mediante la utilizacion de una

pulidora Exakt 400 CS equipada con un sistema de control de paralelismo.

La superficie pulida fue adherida a una placa histolégica de PMMA de EXAKT mediante
la foto-polimerizaciéon de mondmero Technovit 7210 VLC (Kulzer-Heraus) con una
ldmpara de luz ultravioleta EXAKT 402. Ya fijada, se hizo otro corte con el fin de

eliminar la maxima cantidad de tejido sobrante y reducir el grosor de la muestra.

Seguidamente, se volvié a pulir la muestra con papeles abrasivos de SiC con la pulidora
Exakt modelo 400 CS con control de paralelismo hasta alcanzar un grosor final de
alrededor de 50um. El grosor de la muestra se controld realizando mediciones
continuas con un micrémetro después de cada periodo de pulido para conocer en todo

momento el grosor de la muestra.

Posteriormente, las muestras fueron tefiidas con la tincién histoldgica Tricrémico de
Masson-Goldner adaptada para plastico con el objetivo de identificar el tejido éseo del
biomaterial injertado. Las muestras tefiidas fueron escaneadas mediante un
microscopio Optico Leica AF7000 (Leica Microsystems, Alemania) dotado con camara
de color y de un sistema motorizado de escaneo automatico programable que permitié

adquirir imagenes de toda la muestra a 5x aumentos.

7.3.8 Adquisicion y cuantificacidon de imagenes

7.3.8.1 Andlisis cuantitativo de las muestras de implantes dentales con

microscopia electrénica de barrido (BS-SEM)

La observacién con el BS-SEM fue realizada con el equipo Neon® 40 FIB/BS-SEM (Zeiss,
Germany). Todas las muestras fueron pulverizadas con carbono para ser examinadas

mediante el BS-SEM y almacenadas dos dias antes a 372C.

Las condiciones del BS-SEM fueron las siguientes: V = 15kV; WD = 8; apertura = 60um;
magnificacion = 250x; velocidad = 3; resolucion = 1024 x 768. El tipo de escaneo
seleccionado fue el escaneo por linea. Cada linea se escaned 20 veces y el valor de la

velocidad de escaneo fue de 0,4 ms/linea. Se obtuvieron una media de cuarenta
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imagenes por muestra (30’ por muestra) y se desarrolld un proceso automatico de

“stitching” para obtener la imagen entera del implante a alta resolucién.

La cuantificacion se desarrolld utilizando los programas Photoshop (Adobe Systems,
EEUU) e Imagel (NIH, National Institutes of Health). Los parametros morfométricos

gue se analizaron fueron los siguientes:

e “Bone to implant contact” (BIC)/Contacto hueso-implante: porcentaje de hueso
directamente en contacto con la superficie del implante.

e “Peri-implant bone fraction” (BF)/Area de hueso peri-implantario. porcentaje
de hueso peri-implantario en un darea rectangular delimitada de 1,5x2mm
situada a 2mm de la superficie del implante (Cardoso et al. 2014), (Manresa et
al. 2014).

e “Interthread Bone” (IB)/Hueso entre espiras: porcentaje de hueso situado entre
las espiras del cuerpo del implante. Para cuantificarlo, se delimitd el area de
estudio con un poligono desde el cuello del implante hasta el dpice agrupando

todas las espiras.

La cuantificacion realizada de estos tres pardmetros se representa en la Figura 18.

Figura 18: Tratamiento de imagenes con Imagel para la cuantificacion de los parametros

morfométricos cuantificados. a) BIC; b) IB; c) BF.
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7.3.8.2 Analisis cuantitativo de las muestras de biomateriales mediante

histologia

Las imagenes obtenidas por microscopia Optica fueron tratadas y procesadas con
software de analisis de imagen Photoshop (Adobe Systems, EEUU) y Imagel (NIH,
National Institutes of Health).

A partir de las imagenes adquiridas se llevd a cabo la cuantificacidn, que consistid en la
analisis de la cantidad de tejido 6seo neoformado en la zona del alvéolo post-
extraccién. Todas las muestras fueron tratadas y procesadas del mismo modo vy
utilizando el mismo protocolo, que ha sido desarrollado y adaptado para este estudio.
Se delimitd un area de defecto de forma manual, siguiendo el perimetro del alvéolo y
abarcando toda la zona de implantacion del biomaterial y la zona en la que el tejido
0seo es neoformado y menos mineralizado, que se puede reconocer gracias a la
tinciéon. Esta drea marcada como defecto ha sido definida como la zona de interés
(Rol: Region of Interest).

Tras la eleccion del area de interés, se realizd un tratamiento de imagen para cada
muestra con el objetivo de distinguir claramente los diferentes tejidos implicados en la
cuantificacién: tejido dseo, biomaterial y otros tejidos (tejido blando, vacio, etc.). Una
vez diferenciados, se segmenté la imagen para poder convertirla en binaria (B/N) y
poder cuantificar asi sdlo el tejido de interés. La Figura 19 muestra en ejemplo del
proceso seguido para cada una de las imagenes.

Para cada muestra analizada se cuantificaron los pardmetros siguientes:

e % NBV: porcentaje de tejido 6éseo neoformado, dentro del drea de interés
correspodiente al espacio total del defecto (100%).

e % Biomat: porcentaje de biomaterial, se calcula midiendo la proporcién de
espacio ocupado por el biomaterial implantado dentro del drea de interés
correspondiente al espacio total del defecto (100%).

e % Otros: porcentaje de otros tejidos en el area de interés, que se calcula
midiendo la proporcién de espacio ocupado por tejido no dseo ni biomaterial,
y que puede estar formado por tejido blando, grasa, u otros tejidos o
componentes que no reaccionan con la tincidn histoldgica escogida, o incluso

espacio vacio a causa del procesado de las muestras.
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e % TVol: espacio libre dentro de la regién de interés en el que puede crecer el
tejido dseo, por lo que corresponde al espacio disponible para el crecimiento o
la formacion de tejido 6seo neoformado. Se calcula como el area de interés
(100%) menos el area ocupada por el biomaterial (%Biomat).

e NBV/TVol: porcentaje de tejido 6seo neoformado en el espacio disponible para
el crecimiento (area de interés menos area del biomaterial), y se calcula
mediante la relacion que existe entre el porcentaje de tejido dseo neoformado

(%NBV) y el espacio disponible para que crezca (%TVol).

Figura 19: Proceso de tratamiento de imagenes de biomateriales para la cuantificaciéon
mediante Imagel. a) Imagen original; b) Imagen contrastada; c) Segmentacion del tejido éseo;
d) Segmentacion del biomaterial injertado; e) Binarizacion de imagen d); f) Binarizacion de

imagen c).
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7.3.9 Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevoé a cabo utilizando un modelo lineal mixto (linear mixed
model) en el cual el factor repetido fue el tiempo (2, 4 y 8 semanas) y el factor entre
grupos el biomaterial, siendo la hemiarcada el covariado de no interés. Se utilizd una
estructura de identidad escalada (scaled identity) para la matriz de covarianzas. Se
analizd cada variable dependiente por separado. Para las variables de porcentaje se
utilizo la transformacion logit. Se usé la correccion de Bonferroni para controlar el
efecto de las comparaciones multiples, cuando fue necesario, porque el niumero de
niveles del factor a comparar era mayor a 2. Las medias y el error estandar de la media
se proporcionan después de ajustar la covariable sin interés. Todos los andlisis se
realizaron utilizando SPSS V20.0. Las figuras se basan en medias y errores tipicos

ajustadas por el modelo lineal mixto.

7.3.10 Analisis cualitativo

7.3.10.1 Andlisis cualitativo de los implantes dentales

Para complementar nuestro estudio, se realizé un analisis histolégico de las muestras
de implantes dentales. Todas las muestras se pulieron hasta lograr un grosor apto
para el microscopio: 50um. Seguidamente, se procedid a la tincién con Tricrdmico de

Masson-Goldner para distinguir los tejidos presentes.

Se realizd la integracidén de las muestras a 5x con el microscopio Nikon 600 (Nikon,
Japon), mediante proceso de cosido (stitching) para guiar el andlisis histolégico a
mayores aumentos. Utilizamos el microscopio Leica DMD 108 (Leica Microsistemas
S.L.U., Espafia) para la observacién a 10x, 20x y 50x aumentos para el analisis

cualitativo de los tejidos y la identificacidn celular.

7.3.10.2 Analisis cualitativo de los biomateriales

El andlisis cualitativo de las muestras de biomateriales implantados se realizé mediante
microscopio Optico y microscopio electronico de barrido (BS-SEM). Para ello, las

muestras alternativas de los bloques cortados fueron re-procesadas para ser
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observadas por medio de BS-SEM. Las muestras fueron pulidas mediante el mismo
procedimiento descrito para las muestras de implantes dentales y se observaron en el

microscopio SEM Jeol J-6510°.
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8 Resultados

8.1 Resultados del estudio 1 in vitro

8.1.1 Western Blot

La proteina intracelular SMAD2 se fosforila cuando TGF-B1 interacciona con los
receptores celulares TGFR1 y TGFR2. Por tanto, la respuesta de p-SMAD2 es un
método que se utiliza para comprobar si la sefializacion de TGF-B1 ha sido producida.
En nuestro estudio, SMAD?2 se ha fosforilado, como se evidencia en la Figura 20 donde
se observa la banda oscura en la columna del grupo tratado con TGF-B1. Sin embargo,
la intensidad de las bandas es muy baja, y en las demds columnas no se observan esta
expresion. No obstante, se puede observar que en las muestras sin TGF-B1 la p-SMAD2
es indetectable. La segunda fila es la B-actina, que se utiliz6 como control para
comprobar que habia la misma cantidad de proteina en cada pista de gel de la
electroforesis. La intensidad de las bandas es similar en la B-actina, de modo que la

cantidad total de proteina es similar y los resultados son comparables.

Por lo tanto, las muestras tratadas con TGF-B1y los péptidos inhibidores P17 y P144 no
mostraron fosforilacion de la SMAD2, indicando la efectividad de dichos péptidos en su

accion de inhibicion de TGF-B1.

e p-SMAD2 I
P s < TSy | Ao |

C TGFB TGFB TGFB P17 TGFB
P17 P144 P144

Figura 20. Resultados de Western Blot de fosforilacion de SMAD2 producida por las células

MC3T3-E1 pre-osteoblasticas..
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8.1.2 gPCR

Osteocalcina

Las células tratadas con TGF-B1+P17 muestran la mayor expresién de osteocalcina a
las 6 horas. El grupo tratado con TGF-B1+P144 muestra el mismo nivel de expresiéon
que el grupo tratado solamente con TGF-B1, siendo inferior al grupo control. El grupo

P17 y P144 muestran niveles bajos de expresién a las 6 horas.

A las 24h, la expresion de osteocalcina disminuye en el grupo control, mientras que las
células tratadas con TGF-B1+P17 muestran una expresiéon muy acentuada de esta

proteina. El resto de grupos muestra una expresion inferior a la del grupo control.

A las 48h, el grupo control se mantiene, mientras que las células tratadas con TGF-f1 +
P17 disminuyen considerablemente la expresion de osteocalcina, igualando su
concentracién a los niveles de las células tratadas con TGF-B1, TGF-B1 + P144, P144.

Sin embargo, el grupo tratado solamente con P17 incrementa levemente.

A los 4 dias, el grupo control ve aumentada su expresidon de osteocalcina, mientras que

los demds grupos se muestran estables (Figura 21).

Por lo tanto, se observan niveles mas elevados de osteocalcina en el grupo

experimental tratado con TGF-f1 + P17.
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Figura 21: Gréfico de expresidn de osteocalcina en células MC3T3-E1 pre-osteobldsticas a las 6

horas, 24 horas, 2 dias y 4 dias de cultivo.
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Colageno

A las 6 horas, las células tratadas con P17 son las que muestran mayor expresion de
colageno, seguidas del grupo control. Los grupos tratados con TGF-B1, TGF-B1+P17,
TGF-B1+P144, P144 muestran valores similares, ligeramente inferiores a los del grupo

control.

A las 24 horas, sin embargo, la expresion del grupo control disminuye a la mitad,
mientras que los grupos TGF-f1, TGF-B1+P17 y TGF-B1+P144 ven aumentada la
expresion del colageno, mayor que la del grupo control a las 4 horas. Los grupos P17 y

P144 disminuyen ligeramente.

A las 48 horas, el grupo control se mantiene, el grupo TGF-B1 disminuye, TGF-B1+P17

aumenta y TGF-B1+P144 se mantiene. Los grupos P17 y P144 disminuyen ligeramente.

Alos 4 dias, el grupo control aumenta considerablemente, asi como los grupos TGF-B1,
TGF-B1+P17 (duplicando la expresién del grupo control), TGF-f1+144, que aumentan
notablemente. Los grupos P17 y P144 también ven aumentada su expresion de

colageno al doble respecto a los dos dias (Figura 22).

Por lo tanto, se observa una gran expresiéon de coldgeno tipo | en los grupos tratados

con los péptidos durante los 4 tiempos del experimento.
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Figura 22. Grafico de expresidn de Colageno tipo | en células MC3T3-E1 pre-osteobldsticas a las

6 horas, 24 horas, 2 dias y 4 dias de cultivo.

Factor de transcripcion 2 relacionado con Runt (RUNX2)

La expresion de RUNX2 a las 6 horas es mayor en los grupos TGF-B1+P17 y TGF-f1+144
que en el grupo control. El grupo tratado solamente con TGF-B1 presenta menor
expresion que el grupo control. P144 muestra los mismos niveles que las células

tratadas con TGF-B1.
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A las 24 horas, el grupo control disminuye notablemente, igual que el grupo TGF-B1.
TGF-B1+P17 y TGF-B1+P144 también disminuyen pero siguen expresando mas RUNX2

que el grupo control.

A las 48 horas, el grupo control se mantiene y el grupo tratado con TGF-B1 aumenta la
expresion de RUNX2. El grupo TGF-B1+P17 aumenta considerablemente la expresion

RUNX2.

A los 4 dias, el grupo control ve aumentada la expresidon de esta proteina, pero siendo

inferior a la mayor expresion de RUNX2 por parte de los grupos de estudio (Figura 22).

Por lo tanto, se observa que RUNX2 se expresa mas en los grupos experimentales

tratados con los péptidos, especialmente a las 6h y 2 dias.
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Figura 23: Grafico de expresién de RUNX2 en células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas a las 6

horas, 24 horas, 2 dias y 4 dias de cultivo.
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BMP2

El ciclo de corte de la gPCR fue demasiado alto debido a una baja expresiéon de esta
proteina. Se atribuye este resultado al hecho de que BMP2 se expresa a tiempos mas

avanzados de cultivo (Figura 24):
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Figura 24: Grafico de expresion de BMP2 en células MC3T3-E1 pre-osteobldsticas a las 6 horas,

24 horas, 2 dias y 4 dias de cultivo.
8.1.3 Actividad de ALP

La actividad de la fosfatasa alcalina en células MC3T3-E1 a los 7 dias muestra los
valores mas altos en el grupo tratado con P144, con diferencias significativas respecto
al grupo control. El grupo tratado con P17 también muestra valores mas elevados de

actividad de ALP respecto al grupo control. El grupo tratado con TGF-f1 muestra
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valores inferiores, asi como el grupo tratado con TGF-B1+P17. El grupo TGF-f1+P144

muestra valores similares al grupo control.

A las dos semanas de cultivo hay un descenso en la actividad de la ALP, excepto en el
grupo tratado con P144, que muestra los valores mas elevados, seguido del grupo P17,
siendo ambos mas elevados que el grupo control. Los grupos tratados con TGF-f1

muestran menos actividad de ALP que el resto de grupos.

A las tres semanas se observa una disminucién general de la actividad de ALP en todas

las condiciones, siendo las mas altas en los grupos tratados con P17 y P144 (Figura 25).
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Figura 25: Gréfico de actividad de ALP (fosfatasa alcalina) en células MC3T3-E1 pre-

osteoblasticas a los 7 dias, 14 dias y 21 dias.
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8.2 Resultados del estudio 2 in vitro

8.2.1 Western Blot

Como ya se evidencié en el estudio 1 in vitro, la ruta de senalizacion de TGF-B implica
la fosforilacion del receptor SMAD (o R-SMAD). Concretamente, la ruta de sefializaciéon
de TGF-B1 esta mediada por la SMAD2 y la SMAD3. La capacidad inhibitoria de las
superficies de CP-Ti biofuncionalizadas se evalud por medio de la cuantificacion de los
niveles relativos de SMAD?2 fosforilada (p-SMAD2) en las células MC3T3-E1 a través del

Western Blot (Figura 26).
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Figura 26: Western Blot de p-SMAD2 producida por las células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas.
Se administré TGF-B1 a las células en una concentracion de 0.7 ng/ml. En la Gltima columna, el
péptido MP144 se administrd a las células en solucidn a una concentracién de 200 pg/ml. El

grupo sin administracién de TGF-B1 exdgeno (No TGF-B1) se utilizd como control negativo.

Las superficies de CP-Ti biofuncionalizadas con MP144 inhibieron aproximadamente el
57% de la produccion de p-SMAD2 comparado con los controles positivos (superficie

de CP-Ti no biofuncionalizada), indicando los efectos significativos de la superficie

81



Implicaciones bioldgicas de la inhibicion de TGF-B1 en la osteointegracion: estudio in vitro e in vivo.

tratada con el péptido como inhibidor de la actividad de TGF-B1. Ademas, la
administracion exégena de 200ug/ml de péptido tuvo un efecto inhibidor potente.
Cuando no se administra TGF-B1 exdgeno a las células, la sefial de la p-SMAD muestra

niveles normales en las células MC3T3-E1.

En referencia a la adhesion y proliferacion celular de las células MC3T3-E1 cultivadas
en las superficies biofuncionalizadas, no hubo diferencias significativas en cuanto al
numero de células adheridas, morfologia celular o proliferacién celular respecto a las

otras superficies del experimento.

8.2.2 gPCR

Los resultados de gPCR de los genes evaluados son los siguientes:

8.2.2.1 Efectos de las superficies biofuncionalizadas en los osteoblastos

La Figura 27 muestra los resultados de la expresion genética mostrados por las células
MC3T3-E1 pre-osteoblasticas cultivadas en las superficies CP-Ti biofuncionalizadas:
colageno tipo | (collalphal), factor de transcripcién relacionado con runt 2 (RUNX2),

fosfatasa alcalina (ALP) y osteocalcina (OC).

Colageno tipo | (colalphal)

El pico de la expresidon de coldgeno en las superficies control se observa a los 14 dias
de cultivo, mientras que en las superficies con MP144 el pico mas alto de colageno se
observa a los 7 dias de cultivo. Estos resultados sugieren que las superficies de CP-Ti
biofuncionalizadas con el péptido aceleran e incrementan notablemente la expresién

de coldgeno, que podria permitir una diferenciacién osteoblastica prematura.

RUNX2

El pico de expresién de RUNX2 se obtiene invariablemente en todas las superficies
testadas a los 14 dias, siendo el grupo de CP-Ti funcionalizado con MP144 el que
presenta los niveles mas elevados de RUNX2. Las diferencias fueron estadisticamente

significativas entre las superficies biofuncionalizadas y los dos grupos control.
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Fosfatasa alcalina (ALP)

La expresion de ALP se observa incrementada a lo largo de los dias del estudio,
mostrando los valores mas elevados a los 21 dias de cultivo. Normalmente, el pico de
ALP in vitro se observa entre los dias 10 y 14. El modelo de células MC3T3-E1 utilizado
para este estudio normalmente tiene una expresion tardia de ALP. Las superficies de
MP144 mostraron los valores mas elevados de expresion de ALP. Las diferencias no

fueron estadisticamente significativas entre los grupos.
Osteocalcina

El pico de expresiéon de OC se observa a las tres semanas de cultivo en todas las
superficies del experimento. La expresiéon mas elevada de OC de observé en las

superficies biofuncionalizadas con MP144.

Estos resultados sugieren que las células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas incrementan la
expresion de marcadores osteobldsticos cuando se cultivan en superficies

biofuncionalizadas con péptidos inhibidores de TGF-B1.
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Figura 27: Expresién genética de Collalphal, RUNX2, ALP y OC de células MC3T3-E1 pre-
osteoblasticas en superficies de titanio (azul: Titanio; rojo: Ti+APTES+acido maldnico; verde:
Ti+APTES+4acido maldnico+MP144) cuantificadas mediante qPCR después de 2, 7, 14 y 21 dias
de cultivo. Las proporciones de los genes diana en relacién con el gen constitutivo —-actina-
se expresaron en relacion con el poliestireno de cultivo tisular después de 2 dias de cultivo
celular. Los grupos marcados con el mismo simbolo (a,b and c) indican que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre (a: Ti, b: Ti+APTES+acido maldnico y c: Ti+APTES+4cido

malonico+MP144) . Las comparaciones son entre grupos para el mismo tiempo de cultivo.

8.2.2.2 Efectos de las superficies biofuncionalizadas en células

mesenquimales.

La actividad de fosfatasa alcalina (ALP) en los cultivos de células mesenquimales
humanas se muestra en la Figura 28. A los 14 dias de cultivo, las superficies de CP-Ti

biofuncionalizadas con MP144 muestran mayor actividad de ALP que las superficies
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control. La produccién de osteocalcina (OC) en el mismo tipo de poblacién celular y
dias de cultivo se presenta en la Figura 29. La produccién de OC incrementa
continuamente a lo largo de los dias de cultivo. Las superficies biofuncionalizadas de
CP-Ti con MP144 muestran mayor produccion de OC a los 14 y 21 dias comparado con
las superficies CP-Ti control, anque no con diferencias significativas después de los 21

dias de cultivo.
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Figura 28: Actividad de fosfatasa alcalina en células humanas mesenquimales cultivadas en
superficies de Ti con diferentes tratamientos después de 7, 14 y 21 dias de cultivo. *: indica

diferencias significativas con repecto al Ti en el mismo tiempo de cultivo.
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Figura 29: Produccion de osteocalcina en células humanas mesenquimales cultivadas en
superficies de Ti con diferentes tratamientos después de 7, 14 y 21 dias de cultivo. *: indica

diferencias significativas respect al Ti en el mismo tiempo de cultivo.

Estos resultados se correlacionan con los encontrados en la expresion de las células
MC3T3-E1, confirmando la efectividad de las superficies biofuncionalizadas en la

estimulacion de la diferenciacion osteoblastica.
8.2.2.3 Efectos de las superficies biofuncionalizadas en los fibroblastos.

La Figura 30 muestra los resultados de la expresion genética mostrados por las células
NIH/3T3 fibroblasticas cultivadas en las superficies CP-Ti biofuncionalizadas:
fibronectina (FN), colageno tipo | alfa 1 (Collal), actina de musculo liso alfa (alfa-SMA),

y metaloproteasas de matriz tipo 2, 3y 9 (MMP2, MMP3 y MMP9, respectivamente).
Fibronectina

La expresion de fibronectina por parte de los fibroblastos muestra una evolucién
similar en los grupos control, mostrando la expresidon mas baja a los 3 dias de cultivo.
Sin embargo, en las superficies con MP144 se observa una disminucién continua,

expresando los valores mas bajos de todos los grupos a los 7 dias de cultivo.
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Colageno tipo | alfa | (Collal)

Las superficies CP-Ti biofuncionalizadas con MP144 muestran una disminucion
continua de la expresién de coldageno a lo largo del tiempo, de modo contrario a las
superficies control. Se observa una disminucién marcada de la expresién de colageno
en las superficies de MP144 a los 7 dias de cultivo en comparacion con los grupos
control. Estos resultados demuestran el efecto inhibidor de las superficies MP144 en la

expresion de colageno.
Actina de musculo liso alfa (a-SMA)

Los efectos de las superficies de CP-Ti con MP144 en la expresién de a-SMA por parte
de los fibroblastos fueron muy diferentes a los de la expresidon de colageno. La
expresion de a-SMA en las superficies biofuncionalizadas con el péptido se ve
incrementada a tiempos cortos de cultivo pero bruscamente disminuida a los 7 dias de

cultivo, con valores significativamente menores respecto a las superficies control.
Metaloproteasas de matriz tipo 2, 3 y 9 (MMP2, MMP3 y MMP9)

Las superficies de Ti con MP144 no mostraron efectos significativos en la expresién de
MMPs comparado con los grupos control, excepto por una marcada expresion de
MMP2 a los 3 dias de cultivo. Estos resultados sugieren que las superficies
biofuncionalizadas no inducen la respuesta de matriz diferenciada mediada por los

fibroblastos.

En conjunto, estos resultados sugieren que las superficies biofuncionalizadas con
MP144 tienen una inhibicidon continua de la actividad fibrobldstica que resulta en

efectos significativos en comparacidon con las superficies control a los 7 dias de cultivo.
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Figura 30: Expresidn genética de fibronectina, Collalphal, Alpha-SMA, MMP2, MMP3 y MMP9
de células 3T3/NIH fibroblasticas en superficies de Ti con diferentes tratamientos (Azul: Ti;
rojo: Ti+APTES+4cido maldnico; negro: Ti+APTES+acido maldnico+MP144) cuantificada por
gPCR después de 1, 7, 14, y 21 dias de cultivo celular. Las proporciones de los genes diana en
relacion con el gen constitutivo —p-actina- se expresaron en relacién con el poliestireno de
cultivo tisular después de 2 dias de cultivo celular. Los grupos marcados con el mismo simbolo
(a,b and c) indican que no hay diferencias estadisticamente significativas entre (a: Ti, b:
Ti+APTES+4cido maldnico y c: Ti+APTES+acido maldnico+MP144) . Las comparaciones son

entre grupos para el mismo tiempo de cultivo.
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8.3 Resultados del estudio in vivo

8.3.1 Resultados del estudio de implantes (estudio 3)

Se realizé un seguimiento diario de las heridas y la mucosa periimplantaria se encontro
clinicamente sana en todos los animales. Sin embargo, tres implantes del mismo
animal se perdieron debido a habitos parafuncionales y una muestra de un implante
en resina tuvo que ser excluida del analisis histomorfométrico debido a la pérdida del
implante durante la manipulacién en la sierra. Finalmente, se incluyeron todos los

animales (n=6) y un total de 32 implantes fueron analizados.
8.3.1.1 Resultados cuantitativos

La tabla 3A muestra los resultados de BIC (%) alrededor de los implantes. El grupo de
implantes biofuncionalizado con P144 muestra los valores mas elevados de BIC a las 2
semanas, mientras que a las 4 semanas el BIC parece disminuir y se mantiene estable
hasta las 8 semanas. El incremento es remarcable en el grupo biofuncionalizado con
P17, ya que dobla los valores de BIC con respecto al grupo control a las 4 semanas
después de la insercion de los implantes, y parece mantener estos valores hasta la
octava semana. Los valores del grupo de P17 a las 8 semanas muestran diferencias

significativas con respecto al grupo control (*) y al grupo de P17 (+) a las 2 semanas.

La tabla 3B muestra el porcentaje de formacion dsea en un area alrededor del
implante. Dos semanas después de la colocacion, los implantes biofuncionalizados con
P17 y P144 muestran mayor formacidon ésea respecto a los del grupo control. Este
aumento es incluso mayor a las 4 (*) y 8 (**) semanas en los implantes con el péptido
P17, siendo el grupo con mayor formacion o&sea, con diferencias solamente
significativas respecto al grupo control a las 2 semanas de la implantacion (p

valor<0,05).

Cuatro semanas después de la colocacion, se observa casi la misma formacion ésea en
los implantes del grupo P144 y los del grupo control, y es ligeramente superior a las
ocho semanas para el grupo de P144, aunque no se hayan encontrado diferencias

significativas en estos valores.
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Los resultados del area de los tejidos dseos presentes entre las espiras del implante,
(IB) se muestran en la tabla 3C. A las dos semanas, ambos grupos experimentales
muestran un porcentaje mayor de IB, siendo el grupo de P17 el doble respecto al
grupo control y siendo el grupo de P144 significativamente el triple (*). Cuatro y ocho
semanas después de la colocacion de los implantes, el grupo control también presenta
valores aumentados de formacion désea entre las espiras. Sin embargo, el valor mas
alto de IB, tanto a las 4 como a las 8 semanas, se observa en el grupo biofuncionalizado
con P17; la diferencia de este aumento entre las 2 y las 8 semanas es estadisticamente
significativa (+). Los implantes tratados con P144 muestran un aparente descenso de la
osteointegracion entre las 2 y 4 semanas seguida de un incremento no significativo a

las 8 semanas.

Por tanto, se observan diferencias significativas al final del experimento en el grupo de
P17 con respecto al grupo control a las 2 semanas (#). De forma similar, se han
encontrado diferencias significativas entre los valores del grupo de P144 a las 8

semanas y el grupo control a las 2 semanas.
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Tabla 3: Resultados cuantitativos de los pardmetros histomorfométricos analizados. A:

Resultados de porcentaje de contacto entre hueso e implante (BIC) a las 2, 4 y 8 semanas

después de la colocacion; B: Resultados de porcentaje del area de hueso periimplantario (BF) a

las 2, 4 y 8 semanas; C: Resultados de porcentaje de hueso entre espiras (IB) alas 2, 4y 8

semanas.
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8.3.1.2 Andlisis de microscopia electrénica de barrido (BS-SEM)

TIEMPO 1. Dos semanas post colocacion de implantes.

Dos semanas después de la colocacién de implantes, los tejidos calcificados que
rodean los implantes que se observan en el BS-SEM (Figura 31) son coherentes con el
analisis numérico presentado en las tabla 3. El grupo control de implantes esta
rodeado a cierta distancia por trabéculas calcificadas, delgadas y escasas, lo que
explica las ligeras diferencias encontradas en las mediciones de BIC de los tres grupos.
El nimero de trabéculas en contacto con la superficie del implante asi como la
cantidad de tejido calcificado conectado a la cortical dsea preexistente con el implante
son mayores en ambos grupos biofuncionalizados, explicando asi respectivamente los
resultados biomorfométricos de BF e IB. La ligera diferencia del BIC en el grupo
biofuncionalizado con P144 parece ser justificada por el mayor nimero de puntos de

contacto entre el implante y el hueso visible (Figura 31C).

Figura 31: Imagenes sumativas (stitching) representativas de BS-SEM de los implantes 2
semanas después de la colocacion. A) Grupo control (areas enmarcadas en azul representadas
en la Figura 32); B) Grupo biofuncionalizado con P17 (area enmarcada en azul representadas
en la Figura 33A); C) Grupo biofuncionalizado con P144 (area enmarcada en azul representadas

en la Figura 33B).
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Dos semanas después de la implantaciéon, el grupo control (Figura 32) muestra
evidencias de alta actividad osteoclastica, revelada por numerosas lagunas de Howship
en la superficie de hueso delante de la superficie del implante (flechas). También se
encuentran lagunas de Howship erosionando la superficie interior de los canales
vasculares, tanto en los presentes en las osteonas 6seas remodeladas (#) de la cortical

Osea preexistente osteonal (*) como de las situades en paralelo a la superficie del

implante.

~ -

700 pm

Figura 32: (Magnificacion 250x) Imagenes representativas de BS-SEM. Areas enmarcadas en la
figura 31A. A: actividad osteoclastica (flechas blancas); B: actividad osteoclastica (flechas

blancas), hueso preexistente (*), osteonas remodeladas (#) de hueso nuevo.

Alrededor de los implantes biofuncionalizados con el péptido P17, se observan
trabéculas de tejido dseo en una fase muy inicial conectando con el area de la
superficie ésea que se esta remodelando con la superficie del implante (flecha blanca
en Figura 33A). La Figura 33B, correspondiente a una muestra de implante
biofuncionalizado con P144, muestra que la cortical preexistente de hueso en contacto
con la superficie activa del implante esta siendo activamente remodelada: actividad
osteoclastica evidenciada por la presencia de lagunas de Howship en el interior de los
canales de Havers simultdneamente con la evidencia de aposiciéon nueva de hueso

lamelar.
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Figura 33: (Magnificacion 250x) Imagenes representativas de BS-SEM. Areas enmarcadas en la
figura 31B y C. A: implante biofuncionalizado con P17, inicio de remodelacién 6sea (flecha

blanca); B:detalle de implante biofuncionalizado con P144.

TIEMPO 2. Cuatro semanas post colocacion de implantes.

Cuatro semanas después de la implantacién, la reaccidon peridstica y la actividad
osteoclastica son evidentes en todos los grupos (Figura 34, A, B y C), aunque en
diferentes grados. La formacién de hueso nuevo se observa en los tejidos calcificados
que rodean la superficie de los implantes, donde los canales vasculares tienen una
disposicion paralela a la superficie implantaria. El drea de cortical preexistente muestra
evidencia de un proceso de remodelacion intenso, con canales vasculares alargados y

nueva aposicién concéntrica de hueso laminar dentro.
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Figura 34: Imagenes sumativas (stitching) representativas de BS-SEM de los implantes 4
semanas después de la colocacién. A) Grupo control (areas enmarcadas en azul representadas
en la Figura 35); B) Grupo biofuncionalizado con P17 (areas enmarcadas en azul representadas
en la Figuras 36, 37 y 38); C) Grupo biofuncionalizado con P144 (dreas enmarcadas en azul

representadas en la Figura 39).

La reaccién peridstica sobre los implantes control se muestra en la Figura 35A. La
cortical preexistente es mas clara, y separada por una linea cementante (flechas
blancas) de los tejidos calcificados nuevos, menos maduros. Los canales vasculares
dentro de los tejidos recién formados son mas alargados que los que se encuentran en
la cortical preexistente, a pesar de estar bordeada por el hueso lamelar recién
depositado. La Figura 35C muestra un area de nuevo hueso donde un vaso conecta los
tejidos de la cortical 6sea preexistente con los nuevos tejidos formados, menos
maduros formados adyacentes al implante (flechas blancas). La estabilidad secundaria
u osteointegracion, se ha establecido con el contacto directo entre el implante y el
hueso neoformado, con canales vasculares largos y una remodelacién activa visible por

el hueso lamelar alinedandolos.
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Figura 35: (Magnificacién 250x) Imagenes representativas de BS-SEM, provenientes de lo
enmarcado en la figura 34A (implante control). A: reaccidn peridstica, sobre el cuello del
implante, linea cementante (flechas blancas); B: area de hueso nuevo; canal vascular (flecha

blanca); cortical preexistente (PC). C: remodelado cortical (flechas blancas).

En contraste, a las cuatro semanas, los implantes biofuncionalizados con el péptido
P17 presentan un grado mas avanzado de formacion désea. La Figura 36 muestra
numerosos espacios vasculares que se originan en la cortical 6sea avanzando hacia los
tejidos déseos nuevos, conectando la cortical con la reaccidon peridstica y también
alrededor del implante. Tanto los tejidos nuevos que rodean la superficie del implante
(izquierda) como la reaccién peridstica (derecha) muestran abundantes canales
vasculares. La reaccién periodstica (Fig 36A) esta constituida por trabéculas de tejido
0seo, con lagunas de células grandes caracteristicamente irregulares, confluentes
bordeadas por aposicién de hueso lamelar. La cortical preexistente (Figuras 37 y 38),
constituida por hueso harvesiano osteonal regular, es mas clara, muestra canales
osteonales mds pequenos que aquellos de la reaccién peridstica (izquierda) y la
reaccion peridstica (derecha) aparece fracturada, un artefacto frecuente debido al

vacio del BS-SEM.
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Figura 36: (Magnificacion 250x) A y B: Imagenes representativas de BS-SEM (implante

biofuncionalizado con péptido p17). Areas enmarcadas en la figura 34B. Reaccidn peridstica.

Figura 37: (Magnificacion 250x) Imagenes representativas de BS-SEM. Implante

biofuncionalizado con péptido P17. Area enmarcada en la figura 34B.

—
100 pny

Figura 38: (Magnificacion 250x) Imagenes representativas de BS-SEM. Implante

biofuncionalizado con péptido P17. Area enmarcada en la figura 34B.
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La muestra seleccionada del grupo de implantes biofuncionalizados con el péptido
P144 a las cuatro semanas de la colocacidon muestra una reaccion peridstica altamente
activa con espacios vasculares largos que rodean el cuello del implante. El tejido
calcificado mas abundante aqui es el osteoide, evidente por sus numerosos, irregulares
y confluentes lagunas celulares y canales que contienen fibras embebidas en una
matriz extracelular altamente calcificada. El hueso laminar, con lagunas de células
alargadas orientadas regularmente dentro de una matriz extracelular escasa y menos
calcificada, rodea los canales vasculares. Estos conectan la cortical con los tejidos
nuevos formados tanto alrededor de la reaccién peridstica (Fig 39A) como del implante

(Fig 39B).

A T00km

Figura 39: (Magnificacion 250x) Imagenes representativas de BS-SEM. (implante
biofuncionalizado con péptido p144) Areas enmarcadas en la figura 34C. A: reaccidn peridstica;
B: tejidos calcificados alrededor del implante. Hueso laminar alrededor de un canal vascular

(flecha blanca).
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TIEMPO 3. Ocho semanas post colocacion de implantes.

Ocho semanas después de la implantacién se observa un incremento generalizado de
la oseointegracion en todos los grupos de estudio, como se muestra en los resultados
cuantitativos del BIC. El analisis de microscopia electrénica de barrido revela una
arquitectura ésea mas compacta alrededor de la superficie de titanio. Los canales
vasculares aparecen mas delgados. Alrededor de los implantes biofuncionalizados con
P17, la cantidad de tejido calcificado es mayor, confirmando de nuevo los datos del

BIC.

Figura 40: Imagenes sumativas (stitching) representativas de BS-SEM de los implantes 8
semanas después de la colocacion. A) Grupo control (areas enmarcadas en azul representadas
en la Figura 41); B) Grupo biofuncionalizado con P17 (drea enmarcada en azul representada en
la Figura 42); C) Grupo biofuncionalizado con P144 (area enmarcada en azul representada en la

Figura 44).
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El grupo control muestra una estructura ésea compacta alrededor de la superficie de titanio.
Los canales vasculares, aun paralelos a la superficie del implante, muestran hueso laminar

denso, sustituyendo las trabéculas de tejido dseo antiguo (Figuras 41Ay B).

Figura 41: (Magnificacién 250x) Imdagenes representativas A y B de BS-SEM (Implante control).

Areas enmarcadas en la figura 40A.

En los implantes biofuncionalizados con el péptido P17 (Figura 42) los canales
vasculares estan alineados por mayor hueso laminar. El hueso laminar rodea areas de
tejido déseo antiguo escaso y aislado, lo que demuestra que el proceso de
remodelacién de la cortical preexistente ha progresado, y que la oseointegracion esta

constituida por tejido 6seo mas maduro.
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Figura 42: (Magnificacion 250x) Imagenes representativas de BS-SEM (Implante

biofuncionalizado con péptido P17). Area enmarcada en la figura 40B.

Alrededor de los implantes biofuncionalizados con P17 se observan sucesivas capas de
hueso conectando con los canales vasculares. En la siguiente muestra, alrededor de la
superficie del implante, estas capas aparecen como lineas haversianas concéntricas
alrededor de un canal vascular que sigue la orientacién de la cortical original (Figura
43A) , o como una linea de aposicion de hueso laminar paralela a la superficie del
implante (Figura 43B). Simultaneamente, la remodelacién del hueso de la cortical
preexistente es evidente por la actividad osteocldstica visible en algunos canales
vasculares mientras hay un incremento en la aposicion dsea de tipo laminar haversiana

en otros canales vasculares cercanos (Figura 43C).
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Figura 43. (Magnificacidén 250x) A, B, C.: Imagenes representativas de BS-SEM de una muestra

de implante biofuncionalizado con P17.

En los implantes biofuncionalizados con el péptido P144 a las ocho semanas después
de la implantacién, se visualiza una linea cementante clara, casi continua, que separa
la cortical preexistente (derecha) del hueso recién formado frente a la superficie del
implante (Figura 44). La deposicién de hueso laminar es evidente alineando los
espacios vasculares peri-implantarios. En la cortical preexistente, las numerosas
osteonas remodeladas son visibles dentro del hueso compacto. Las lagunas de
Howship evidencian la actividad osteoclastica se observa en la superficie exterior
cortical. La aposicion de hueso laminar conectando los espacios vasculares tanto
alrededor del implante como en la cortical, es menos densa que en las otras superficie

biofuncionalizadas.
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Figura 44: (Magnificacion 250x) Imagen representativa de BS-SEM (Implante biofuncionalizado

con péptido P144). Area enmarcada en la figura 40C.

8.3.1.3 Resultados cualitativos: analisis histolégico
TIEMPO 1 .Dos semanas post colocacion de implantes.

A las dos semanas después de la implantacion, tanto en las muestras analizadas del
grupo control (Figura 45A) como en las del grupo de estudio biofuncionalizado con
P144 (Figura 45B), se encuentran numerosos espacios vasculares alrededor de la
superficie de los implantes. Una reaccién similar con numerosos vasos es evidente
debajo de la superficie peridéstica asi como en la estructura dsea de la cortical
preexistente. Todos los espacios vasculares estan interconectados. En las figuras 45A y
B las flechas rojas sefialan los canales vasculares que conectan la cortical preexistente

a la reaccién subperiosteal y al callo peri-implantario, respectivamente.
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Figura 45: (Magnificacién 10x) Muestras del grupo control (A) y del grupo biofuncionalizado

con P144 (B). A: canal vascular (flecha roja) conectando con la cortical preexistente a la

“wn,

reaccion subperidstica; “is”: superficie del implante; B: canal vascular (flecha roja) conectando

la cortical preexistente al hueso periimplantario.

Los canales neovascularizados conectando con el hueso subperiosteal, el hueso de la
cortical preexistente y los tejidos dseos que rodean la superficie del implante se

observan en la mayoria de muestras de los tres grupos del experimento.

La figura 46 (20x aumentos) muestra la diferente orientaciéon de ramificacién radial
(flechas blancas) de los canales vasculares de la cortical preexistente con respecto a
aquellos canales vasculares del area peri-implantaria (flechas rojas), que parecen
avanzar paralelamente a la superficie metalica del implante (is). El tono naranja
alineando los canales vasculares corresponde a matriz extracelular no calcificada. Los

eritrocitos (e) son visibles dentro de los vasos de los canales vasculares.
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Figura 46: (Magnificaciéon 20x). Muestra del grupo biofuncionalizado con P144 2 semanas

después de la implantacion. Flechas blancas: ramificacion radial de los canales vasculares de la

wn,

cortical; flecha roja: orientacién de los canales vasculares periimplantares; “is”: superficie del

“u_n,

implante; “e”: eritrocitos dentro de los canales vasculares.

Los osteoblastos activos, células morfolégicamente cuboides, (flechas negras en Figura
47) son visibles en la superficie del tejido osteoide recientemente depositado y ain no
calcificado (lineas de color verde), en las zonas limitrofes de la trabécula, dentro del
tejido no mineralizado éseo. Una vez osificado dicho tejido osteoide, el hueso lamelar
se observa de modo oscuro intenso y algunos osteoblastos se convertirdn en
osteocitos osteoides (flechas naranjas) para llegar a ocupar finalmente lagunas
osteocitarias, ya transformados en osteocitos mineralizantes y osteocitos maduros

(flechas blancas en Figura 47). (Bonewald 2013).
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Figura 47. (Magnificacion 50x). Muestra del grupo biofuncionalizado con P144 2 semanas
después de la implantacion. Flechas negras: osteoblastos activos”; flechas naranjas: osteocitos

osteoides; flechas blancas: osteocitos mineralizantes en lagunas osteocitarias.

TIEMPO 2. Cuatro semanas post colocaciéon de implantes.

A las cuatro semanas de osteointegracion, las muestras control muestran un aspecto
mas maduro de tejidos trabeculares constituyendo la reaccion periéstica y de las
trabéculas encontradas en el callo peri-implantario del implante (Figura 48A). La
aposicion de hueso maduro y hueso neoformado es visible alrededor de los canales

vasculares, aun conectando las diferentes zonas del hueso mandibular (Figura 48B).
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Figura 48: (Magnificaciéon 10x y 50x). Muestra del grupo control 4 semanas después de la

implantacion. A: PC: cortical preexistente; PR: reaccion peridstica; Pl: callo periimplantario;

s n,

is”: superficie del implante; B: WB: hueso maduro; flecha blanca: hueso laminar

recientemente depositado; flecha azul: hueso cortical calcificado antiguo.

En la Figura 48A se observa el hueso de la cortical preexistente (PC) como una pared
Osea soélida vy linear entre las estructuras trabeculares altamente vascularizadas de la
reaccion periostica (PR) y de la reaccién del callo peri-implantario (Pl). La nueva
aposicion lineal va progresando dentro de los canales vasculares conectando estas tres
estructuras, haciéndose evidente por las lineas concéntricas de osteoblastos y
osteocitos en la matriz de hueso laminar cada vez mas mineralizada alrededor de los

canales vasculares.

A mayor magnificacién, la Figura 48B muestra las capas concéntricas de una aposicion
lineal nueva de matriz ésea mas clara y menos mineralizada (flecha blanca) rodeada
por matriz ésea mas calcificada, antigua y oscura (flecha azul). Aldn se encuentran

restos de la formacion inicial de hueso neoformado ya maduro (WB).

De forma similar, una estructura densa de trabéculas originadas en la reaccion
peridstica cubre la cabeza del implante biofuncionalizado con el péptido P17 (Figura
49); al mismo tiempo, las trabéculas densas contintan por la cortical preexistente para
rodear la superficie del implante. A mayores aumentos, se comprueba que los tejidos
gue constituyen las trabéculas son mas maduros que en los grupos precedentes: no se

observa tejido osteoide, mientras que el tejido éseo presente es el hueso laminar.
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Figura 49: (Magnificacion 10x) Muestra del grupo biofuncionalizado con P17 4 semanas
después de la implantacién. A: reaccidn peridstica; ih: cabeza del implante; B: callo
periimplantario; is: superficie del implante. Area enmarcada en amarillo representada en la

Figura 50.

La mayor magnificacién de la muestra del grupo biofuncionalizado con P17 muestra
numerosas células basales presentes en el interior de la trabécula dsea. El escaso
depdsito de matriz ésea no calcificada se tifie de color naranja, mientras que el hueso
nuevo laminar conecta el hueso de la cortical preexistente con las trabéculas en

contacto con la superficie implantaria (is) (Figura 50).
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Figura 50. (Magnificacion 20x) Muestra de implante biofuncionalizado con P17 4 semanas
después de la implantacidon. Abundantes canales vasculares periimplantarios. Aposicidon de

hueso laminar nuevo en contacto con la superficie del implante (is).

En las muestras histoldgicas de los implantes biofuncionalizados con P144 a las cuatro
semanas de oseointegracion, tanto la reaccion peridstica como el callo periimplantario
estdn menos avanzados que en las tratadas con P17. La distancia entre las estructuras
Oseas y el implante es notable, tanto a nivel de la cabeza del implante (Figura 51A)
como en el hueso alveolar alrededor de las superficies activas del implante (Figura

51B).
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Figura 51: (Magnificacion 10x) Muestra de implante biofuncionalizado con P144 4 semanas
después de la implantacion. A: callo periosteal y cabeza del implante; B: superficie del implante

y hueso alveolar. Area enmarcada en amarillo representada en la Figura 52.

A mayores aumentos de esta muestra, el andlisis histoldgico de los tejidos de las
trabéculas evidencia la presencia de tejido osteoide y hueso laminar en el hueso
alveolar alrededor del implante tratado con P144. Las caracteristicas del tejido
osteoide son visibles: numerosas lagunas celulares confluentes e irregulares con una
linea dispersa de matriz extracelular no calcificada alrededor (flechas naranjas en
Figura 52A). Un depdsito irregular de matriz calcificada al que se unen numerosas

fibras rodea los cimulos de lagunas celulares (flechas blancas en Figura 52B).

Figura 52: (Magnificaciones 20x y 50x de la figura 51B). A: canales vasculares provenientes de
la cortical preexistente (fleche roja); B: aposicion de hueso laminar (flechas blancas); tejido

osteoide (flechas naranjas).
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TIEMPO 3. Ocho semanas post colocacion de implantes.

A las ocho semanas después de la colocaciéon de los implantes, el grupo control
muestra un aspecto mas maduro de tejidos depositados. Los canales vasculares se
observan mas densamente alineados con las sucesivas capas de aposicion de hueso

laminar (Figura 53 Ay B).

Figura 53. Ay B (Magnificaciones 10x y 50x) Muestra del grupo control 8 semanas después de
la implantacion. A: tejidos calcificados alrededor de la cabeza del implante. B: células de

revestimiento 6seo dentro de los canales vasculares.

En referencia al grupo biofuncionalizado con P17 a las ocho semanas, las muestras
histolégicas muestran imdagenes similares de numerosos espacios vasculares rodeados
de tejido dseo laminar. Sin embargo, la tincién revela un proceso de remodelacién
intenso por parte de la cortical preexistente del hueso alveolar y del recién depositado
hueso peri-implantario. La Figura 54 (20x aumentos) muestra la metacromasia del
colageno recientemente depositado del hueso laminar, no solamente en las osteonas
haversianas de la cortical cerca de la superficie del implante, sino también en las
lamelas que continudan la cortical para cubrir la cabeza del implante, lo que demuestra
que los canales vasculares presentan una actividad intensa. La observacién
microscopica a mayores aumentos muestra un depdsito estable y activo de nuevo
hueso laminar, evidenciado por la capa densa de matriz no calcificada que rodea los
canales vasculares y por las numerosas células que recubren su diametro interno y los

vasos de dentro (Figura 55Ay B). Las lineas cementantes (flechas blancas Figura 55A)

111



Implicaciones bioldgicas de la inhibicion de TGF-B1 en la osteointegracion: estudio in vitro e in vivo.

delimitan el hueso laminar de la cortical preexistente desde la aposicién activa de

hueso haversiano alrededor de los vasos sanguineos.

Figura 54. (Magnificacion 20x) Muestra de implante biofuncionalizado con P17 8 semanas
después de la implantacidon: metacromasia (tonalidad morada) del hueso laminar nuevo recién
formado.

Figura 55. (Magnificacion 50x) Muestra de implante biofuncionalizado con P17 8 semanas
después de la implantacion. A: canales vasculares revestidos por matriz ésea no calcificada
(tonalidad naranja). Flechas: linea cementante; B: canal vascular revestido concéntricamente
por matriz ésea no calcificada (tonalidad naranja) y hueso laminar recién formado (tonalidad
morada).
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Por lo que respecta a los implantes biofuncionalizados con el péptido P144 a las ocho
semanas después de la implantacién, se observan trabéculas densas y continuas de
tejido dseo maduro. Sin embargo, la presencia de numerosos canales vasculares aun
conectando la reaccién peridstica con la cortical y el hueso peri-implantario evidencia
que el proceso de remodelaciéon no ha avanzado al mismo ritmo que en las muestras

de los implantes biofuncionalizados con P17 (Figura 56A y B).

Figura 56. A y B (Magnificaciéon 10x) Muestra de implante biofuncionalizado con P144 8
semanas después de la implantacidn: canales vasculares alrededor de la superficie del
implante.

El didmetro de los canales vasculares de estas muestras difiere entre el hueso recién
formado y el hueso de la cortical preexistente; a mayor magnificacién, los signos de
depdsito perivascular activo de matriz extracelular no calcificada que lleva a la

aposicidn dsea laminar son escasos (Figura 57A y B).

Figura 57 (Magnificacién 20x) Muestra de implante biofuncionalizado con P144 8 semanas
después de la implantacion: canales vasculares orientados hacia la superficie del implante (is);
las diferentes tonalidades de los tejidos dseos indican remodelacion ésea activa.
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8.3.2 Resultados del estudio de biomateriales (estudio 4)

Una parte importante de nuestro estudio fue analizar el comportamiento de los
péptidos descrito en el presente trabajo en relacion a superficies distintas de titanio.
Para ello, se utilizaron los alvéolos post-extraccién distales de los premolares de cada
animal. Tras el injerto de dichos alveolos, tal y como estd descrito en el apartado de
materiales y métodos, se procedid a un seguimiento diario de las heridas y la mucosa
cicatricial, que se encontré clinicamente sana en todos los animales desde su
cicatrizacién postquirdrgica. Todas las muestras analizadas fueron preparadas segun el
protocolo descrito. Sin embargo, una muestra del grupo control se dafidé durante el
proceso de pulido y no pudo ser cuantificada; y una muestra del grupo
biofuncionalizado con el péptido p144 fue descartada por presentar signos histolégicos
de infeccidn apical, y por tanto fue excluida del andlisis. En este manuscrito de tesis se
analizan, por tanto, 22 alveolos regenerados con fosfato tricalcico bifasico comercial
como control o el mismo material biofuncionalizado con p144 como material testado.
Otros 12 alveolos en los seis animales fueron regenerados utilizando un biomaterial
distinto, cuyo analisis y resultados no son objeto de esta tesis y que, por lo tanto, no

describiremos ni analizaremos en este trabajo.

8.3.2.1 Resultados cuantitativos

La tabla 4 muestra los resultados del porcentaje de hueso en los defectos alveolares
durante las 2, 4 y 8 semanas después de la cirugia. El grupo de biomaterial control
presenta una diferencia en el crecimiento déseo entre las semanas 2 y 4 (p
corregida=0,003), asi como en las 2 y 8 (p corregida<0,001), siendo marginalmente
significativa entre las semanas 4 y 8 (p corregida=0,081, p no corregida=0,027). El
grupo funcionalizado con P144 muestra valores mayores que el grupo control durante
todos los tiempos del experimento. Sin embargo, los valores de hueso son mayores
entre las semanas 2 y 8 (p corregida=0,008), sin diferencias entre las semanas 2y 4y
so6lo un crecimiento marginal evidente entre las semanas 4 y 8 (p corregida=0,062, p

no corregida=0,021).
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La tabla 5 muestra el porcentaje de crecimiento 6seo alrededor de los granulos de
biomaterial. Los valores del biomaterial control muestran diferencias entre las 2 y 4
semanas (p corregida=0,005), entre las 4 y 8 semanas (p corregida=0,029) y entre las 2
y 8 semanas (p corregida<0,001). El grupo biofuncionalizado con P144 muestra valores
mas altos pero no se observan diferencias significativas en el crecimiento entre los
tiempos. Cuando comparamos el grupo control con el grupo experimental, hay una

diferencia marginal a la octava semana (p corregida=0,08, p no corregida=0,027).
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Tabla 4: Porcentaje de hueso formado (NBV) a las 2, 4 y 8 semanas después de la colocacion

del injerto. K: grupo control; KP: grupo experimental con péptido.
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Tabla 5: Porcentaje de crecimiento éseo (NBV/TVol) a las 2, 4 y 8 semanas después de la

colocacién del injerto. K: grupo control; KP: grupo experimental con péptido.

8.3.2.2 Andlisis histolégico y de BS-SEM
TIEMPO 1. Dos semanas post colocacion de biomaterial.

A las dos semanas, el grupo de biomateriales control estd rodeado a distancia por
trabéculas escasas, delgadas y calcificadas, constituidas principalmente por tejido éseo
(Figura 58). La Figura 58C muestra sus lagunas celulares caracteristicamente grandes,
irregulares y confluentes (puntos naranjas) sumergidos en una matriz extracelular
apenas calcificada (color verde oscuro), forrado por una banda de matriz extracelular
no calcificada (color naranja en la Figura 58C) que forma trabéculas finas que
establecen contactos dispersos entre ellos y con los granulos de biomaterial. El grosor
de las trabéculas en contacto con los granulos biofuncionalizados es mayor que en el
grupo control (Figura 58D), y su tincion homogénea de verde intenso y las lagunas de

células poligonales separadas muestran que estan constituidas por tejido mas maduro.
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La matriz extracelular no calcificada es visible alrededor de las lagunas de células dseas

del tejido nuevo recién formado que rodea las trabéculas.

Figura 58: Resultados histoldgicos después de 2 semanas de la insercidn del injerto dseo. a)
Muestra de injerto dseo del grupo control. b) Muestra de Injerto dseo funcionalizado con
P144; c) Magnificacion 20x, area enmarcada en la figura a; d) Magnificacion 20x, area

enmarcada en la figura b.

117



Implicaciones bioldgicas de la inhibicion de TGF-B1 en la osteointegracion: estudio in vitro e in vivo.

El andlisis con BS-SEM revela un crecimiento dseo similar en ambos grupos a las dos
semanas después de la colocacion del injerto a pocos aumentos. No se observa
contacto aparente entre la cortical alveolar y los fragmentos de los materiales. Cuando
se lleva a cabo un aumento de 250x, se puede observar que en el grupo del péptido,
hay mas fragmentos que muestran aposicion de tejido éseo, todos situados cerca de la

cortical preexistente (Figura 59D).
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Figura 59: Resultados de BS-SEM 2 semanas después de la colocacion del injerto. a) Muestra
del grupo control. b) (Magnificacién 250x, area enmarcada en la figura a): hueso nuevo recién
formado alrededor de un granulo; c) Muestra del grupo biofuncionalizado con P144; d)
(Magnificacion 250x, area enmarcada en la figura c): hueso nuevo recién formado en contacto

con los granulos biofuncionalizados cerca de la cortical preexistente.
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TIEMPO 2. Cuatro semanas post colocacion de biomaterial.

Cuatro semanas después de la implantacion, en las muestras del grupo control (Figura
60) se observa una configuracién densa de trabéculas mads gruesas y densas alrededor
de los fragmentos del biomaterial y estableciendo contactos con el hueso cortical

(véase el stitching).

Los resultados histolégicos muestran que la formacion de hueso nuevo (tonalidad
naranja en la Figura 60D) es aun evidente rodeando las trabéculas dseas, recubriendo
las estructuras medulares que conectan las nuevas trabéculas con la pared alveolar
cortical. El area de la cortical preexistente muestra también evidencias de un proceso
de remodelacion intento, constituido por numerosos y complejos canales vasculares y

aposicion concéntrica nueva del hueso laminar en su interior.

En este periodo, los fragmentos de biomaterial del grupo biofuncionalizado (Figura 61)
adoptan el mismo color verde oscuro que los tejidos éseos de las trabéculas que los
rodean. La tonalidad naranja de la tincidn alrededor de las trabéculas revela lagunas
celulares dentro de la matriz no calcificada depositada en la superficie (flecha roja en
figura 60B) cerca de las estructuras vasculares. Estas trabéculas mas densas y gruesas
presentan canales vasculares largos y numerosos, interconectados y visibles en el

hueso cortical, en el espacio alveolar y en la reaccion peridstica.
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Figura 60: Resultados histolégicos después de 4 semanas de la insercion del injerto 6seo del
grupo control. a) Vision general del grupo control; b) (Magnificacién 10x) darea enmarcada en
figura a): flechas rojas: tonalidad naranja de la matriz extracelular no calcificada cerca de los
granulos; c) (Magnificacion 10x), drea enmarcada en la figura a): espacio trabecular
neoformado cruzando la cortical preexistente; d) (Magnificacién 50x, drea enmarcada en la
figura c):Aumento de la estructura no mineralizada con formacién de tejido osteoide inducida
por una capa celular osteobl3stica.
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Figura 61: Resultados histolégicos después de 4 semanas de la insercion del injerto 6seo del
grupo experimental. a) Vision general del grupo biofuncionalizado con P144; b) (Magnificacion
10x, area enmarcada en figura a): granulos en contacto con la cortical del defecto alveolar; c) y
d) (Magnificacion 10x, area enmarcada en figura a): hueso nuevo recién formado alrededor del

granulo.
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A mayor magnificaciéon de las muestras (Figura 62), se observan vasos sanguineos
invadiendo los granulos del biomaterial y manteniendo conexiones con la
vascularizacién de las areas adyacentes (Figura 62A). Los vasos (“e” de eritrocitos
visibles dentro), invaden los espacios dentro de los granulos de biomaterial e inician el
proceso de aposicion de tejido éseo evidenciado por el depdsito lineal de matriz
extracelular no calcificada (naranja en figura 62B y C). Otra vision a la misma
magnificacion da una imagen mas detallada, con osteoblastos (flechas rojas en figura
63B) ya inmersos en la matriz extracelular aun no calcificada, dentro de la cual la
calcificacion comienza a aparecer como granulos de color verde intenso dispersos,
todavia sin conectar. Dentro de las estructuras vasculares se observan los

caracteristicos eritrocitos en “pila de moneda”.

La segunda serie (Figura 63) de muestras a mayores aumentos revela el tamafio de los
vasos dentro de las cavidades de los granulos del biomaterial: cantidades visibles de
eritrocitos son visibles en los vasos mas grandes (Figura 63A y C), mientras que en las
cavidades mas pequefias se observan los eritrocitos apilados en los vasos mas
pequeiios (63A y B). De forma similar, los tejidos depositados muestran las
caracteristicas morfolégicas de hueso esponjoso (Figura 63B): espacios trabeculares
grandes y aislados en una matriz extracelular densa y muy calcificada, muy diferente
de los espacios trabeculares confluentes, tipico aspecto del hueso que osifica por

modelo mesenquimal (Figura 63C).
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Figura 62: Serie 1. Resultados histoldgicos después de 4 semanas de la insercién del injerto
0seo. a) (Magnificacion 20x, area enmarcada en figura 61b); b) (Magnificacion 50x, area
enmarcada en figura 61c); c) (Magnificacion 50x, area enmarcada en figura 61d) vasos

abundantes con eritrocitos (e).
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Figura 63: Serie 2. Resultados histoldgicos después de 4 semanas de la insercidn del injerto
0seo, dreas enmarcadas en la figura 61 de la muestra del grupo biofuncionalizado con P144. a)
(Magnificacion 20x, area enmarcada en la figura d); b) (Magnificacion 50x, area enmarcada en
la figura b): osteocitos osteoides (flechas rojas) dentro la matriz 6sea extracelular no
calcificada; eritrocitos (e); ¢) (Magnificacion 50x de la figura 63a): hueso recién formado a
expensas del granulo; d) (Magnificacion 50x de la figura 63a): Deposicion de matriz alrededor

del granulo; abundantes vasos con eritrocitos (e).

En referencia a los resultados de BS-SEM (Figura 64), la mayor parte de los granulos del
grupo biofuncionalizado con P144 muestran un contacto sélido y continuo con la
cortical del defecto alveolar, mientras que el grupo control presenta una conexidon mas
discontinua, tanto entre los fragmentos y las trabéculas como entre las trabéculas y la
cortical preexistente. En el grupo experimental, las trabéculas son mds densas y
muestran una fase mas avanzada de remodelacion dsea que la que se observa en el

grupo no biofuncionalizado. La aposicion dsea en el grupo del péptido se caracteriza
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por una aposicién laminar continua en el hueso osteoide inicial, mientras que el grupo

control muestra aun tejido dseo en maduracion y menos hueso laminar.

D mag
DualBSD mm|250 x

Figura 64: Resultados de BS-SEM 4 semanas después de la colocacion del injerto. a) Muestra
del grupo control. b) (Magnificacién 250x, drea enmarcada en la figura a): trabécula conectada
con el hueso nuevo laminar recién formado; c) Muestra del grupo biofuncionalizado con P144;
d) (Magnificacion 250x, drea enmarcada en la figura c): hueso laminar maduro interconectado
y en contacto con los granulos biofuncionalizados cerca de la cortical preexistente.

TIEMPO 3. Ocho semanas post colocacion de biomaterial.

A las ocho semanas después de la colocacién de los injertos dseos hay un incremento
general de la osteointegracién en todos los grupos de estudio, coherente con la

tendencia mostrada en los resultados de los datos morfométricos.

El andlisis con microscopio éptico revela que la arquitectura dsea alrededor de los

fragmentos de los biomateriales es mas densa gracias a la aposicion de hueso laminar
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que recubre los espacios medulares. Se observa un mayor numero de espacios
medulares entre los fragmentos del biomaterial en el grupo control que en el material
biofuncionalizado. Ademas, los vasos que conectan con la cortical preexistente (PC en
la Figura 65) son mas grandes y mas complejos en las muestras del grupo control. Al
rodear los fragmentos biofuncionalizados, los tejidos dseos son mas densos y mas
continuos con la cortical preexistente. A mayor magnificacién, se observan auln
numerosos canales vasculares alrededor de las trabéculas que rodean los fragmentos
del biomaterial control, mientras que las trabéculas alrededor de los fragmentos
biofuncionalizados son mas densas, con menos espacios vasculares. Hay que
mencionar, sin embargo, que los alvéolos en los dos grupos contienen aun fragmentos
de biomaterial que no estan en contacto con los tejidos dseos recientemente

depositados.

Figura 65: Resultados histoldgicos después de 8 semanas de la insercion del injerto éseo. a)

Muestra del grupo control; b) (Magnificacidon 10x, drea enmarcada en la figura a): PC: cortical
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preexistente; c) (Magnificacidn 20x de la figura b); d) Muestra del grupo biofuncionalizado con
P144; e) (Magnificacidén 10x, area enmarcada en la figura d); f) (Magnificacién 20x de la figura

e).

El analisis de BS-SEM muestra una fase de formacién dsea mas madura en ambos
grupos del experimento. Las Figuras 66A y C muestran una formacién dsea densa y
compacta que conecta con los granulos; en el grupo tratado, estos enlaces parecen
mas consistentes porque la estructura trabecular conecta ambas corticales del defecto
alveolar y predomina el color gris de la aposicion ésea laminar. Sin embargo, el grupo
control presenta una red trabecular menos continua, y el remodelado osteonal es
visible principalmente en la cortical preexistente (asteriscos en la Figura 66B). El grupo
tratado con el péptido muestra aposiciéon osteonal principalmente dentro de los

granulos del biomaterial (asteriscos en la Figura 66D).
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Figura 66: Resultados de BS-SEM 8 semanas después de la colocacion del injerto. a) Muestra
del grupo control; b) (Magnificacion 250x, area enmarcada en la figura a): (*) tejido 6seo
osteonal; c) Muestra de grupo biofuncionalizado con P144; d) (Magnificacion 250x, area

enmarcada en la figura c): (*) tejido 6seo osteonal.
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9 Discusion

El objetivo principal de esta tesis fue evaluar las implicaciones biolégicas de la

inhibicién del factor de crecimiento TGF-B1 en la osteointegracion.

9.1 Discusion de los resultados del primer estudio

Para ello, decidimos realizar primeramente un estudio in vitro, con el propdsito de
comprobar el efecto inhibidor de dos péptidos sobre este factor de crecimiento. Estos
péptidos, P17 y P144, si habian sido testados en el higado, pero no habian sido
evaluados en el campo del tejido dseo. De ahi que nuestro modelo in vitro de eleccién

fueran las células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas.

Las células MC3T3-E1 tienen la capacidad de diferenciarse en osteoblastos y osteocitos
y existen estudios que confirman que forman tejido dseo calcificado in vitro (Anselme
et al. 2000; Takeuchi et al. 2010). Segun el estudio de Takeuchi et al (2010), las células
MC3T3-E1 se muestran muy sensibles a TGF-B1 y a su inhibicion. Asimismo, TGF-f1
suprime la diferenciacién osteoblastica de las células de la médula osea, mientras que
su inhibicién libera a las células estromales de su detencion de diferenciacion,
facilitando la formacién de osteoblastos diferenciados. En nuestro primer estudio in
vitro comprobamos, en primer lugar, que los péptidos P17 y P144 inhiben a TGF-B1. En
segundo lugar, la determinacién de la expresiéon de proteinas codificadoras de genes
en remodelacién dsea que llevamos a cabo a través del Real Time qPCR mostré que
estos marcadores estan incrementados en los grupos celulares tratados con los

péptidos.

La diferenciacidon de los precursores osteoblasticos puede ser monitorizada por la
expresion de proteinas que componen la matriz ésea, como el colageno tipo |, y
marcadores de diferenciacion ésea, como la fosfatasa alcalina y la osteocalcina.
(Janssens et al. 2005). Otro marcador osteoblastico, como Cbfal o RUNX2, el primer

factor de transcripcién especifico de osteoblastos que se identificd, se expresa de
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forma temprana en el linaje osteoblastico y es necesario para el desarrollo de tejidos

mineralizados (Franceschi 1999).

En referencia a los resultados obtenidos con la osteocalcina, la mayor expresién de
esta proteina se encuentra con el grupo tratado con TGF-B1+P17 en los tiempos
iniciales de qPCR. El incremento de esta proteina puede significar que el tratamiento
con el péptido P17, a través de la inhibicién de TGF-B1, acelera la diferenciaciéon
osteoblastica durante las primeras 24 horas. La osteocalcina es una proteina no
colagenica secretada por los osteoblastos, se encuentra en la matriz extracelular y

juega un papel importante en la mineralizacion ésea (Nakanishi et al. 2012).

Zur Nieden et al (zur Nieden et al. 2003) investigaron los perfiles de expresién de genes
especificos de hueso en los osteoblastos, sugiriendo que los Unicos marcadores
especificos del fenotipo osteobldstico son |la osteocalcina y la sialoproteina de hueso,
siendo marcadores de osteoblastos maduros. Sin embargo, en los resultados obtenidos
en este estudio, la osteocalcina se expresa a tiempos cortos, lo que podria indicar una

maduracién temprana de los osteoblastos.

El hecho de que haya un incremento en la expresién de osteocalcina a los dos dias en
el grupo tratado solamente con P17 sugiere que este péptido actia no solamente
mediante la inhibicidon de TGF-B1 sino que también interacciona de alguna manera con
otros componentes biolégicos que afectan a la respuesta de los osteoblastos. El
estudio de estas interacciones queda fuera del alcance de este estudio, aunque se esta

planificando realizar estudios futuros en esta linea.

En referencia al marcador Cbfal o RUNX2, es expresado de forma temprana en el
linaje osteobladstico y es necesario para el desarrollo de tejidos mineralizados
(Franceschi 1999). La expresién de RUNX2 se muestra normalmente al inicio de la
diferenciacién y es esencial para el linaje de los osteoblastos a partir de células
mesenquimales estromales. Asi se muestra tmabien en los resultados de nuestro
estudio, en el cual la expresién de esta proteina es alta desde el principio tanto en el
grupo control como en los grupos tratados con los péptidos, siendo inferior en el grupo
de TGF-B1. RUNX2 juega un papel esencial en el proceso de formacion dsea vy

maduracidn osteoblastica; es por ello que determinamos su expresion en el gPCR. La
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expresion de RUNX2 a las 24 horas es menos de la mitad en el grupo control, que en
los grupos tratados con péptidos, expreson que sigue siendo mayor que en el grupo
control y en el grupo tratado solamente con TGF-B1, que es el que menor expresion
muestra. Por otra parte, el hecho de que el grupo TGF-B1+P17 aumente tanto a los dos
dias pero el grupo control no aumente hasta pasados cuatro dias, sugiere que el
tratamiento con el péptido P17 puede acelerar la expresion de RUNX2 vy, asi, la

diferenciacion osteoblastica.

Durante la diferenciacidon osteoblastica, RUNX2 regula la expresién de proteinas de
matriz 6sea, como el colageno tipo I. El colageno tipo | es la proteina de la matriz que
mas se produce durante la proliferacion de osteoblastos y la que se encuentra mas
abundantemente en la matriz ésea (Elkhidir et al. 2018). Se trata del principal
marcador de la diferenciacién osteobldstica e interviene en la sintesis de la matriz
extracelular (George et al. 2006). La funcion principal de los osteoblastos diferenciados
es la sintesis de coldgeno. En nuestro estudio, la expresion del coldgeno tipo | es mayor
en las células tratadas con TGF-B1+P17 y P17 que el grupo control. Este aumento ya es
notorio las primeras 6 horas, 24 horas y dos dias respecto al grupo control. El
incremento de la expresion del coldgeno tipo | sugiere que el tratamiento con los

péptidos inhibidores de TGF-B1 promueven la deposicion de matriz extracelular.

A los cuatro dias se produce un aumento de la expresién de coldgeno tipo | en el grupo
control, aunque cabe destacar que también sigue aumentando en los grupos de
estudio, con diferencias significativas. Estos resultados sugieren que los péptidos, en
especial P17, provocan un incremento en la expresion del coldgeno, lo que podria
implicar una aceleracién en la diferenciacién osteoblastica, siendo ésta mas temprana

gue en condiciones normales.

El coldgeno tipo | es un parametro clave para la determinacién de la diferenciacion
celular osteoblastica, pero no es exclusivo de los osteoblastos; es por ello que quisimos
determinar también la expresion de osteocalcina y de fosfatasa alcalina, marcadores

mas especificos de la formacidén y mineralizacidn dseas.

La fosfatasa alcalina es una enzima que se utiliza para identificar los precursores de los

osteoblastos y se encuentra en osteocitos jovenes (Bonucci & Nanci 2001). Se ha
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comprobado in vitro que TGF-B1 inhibe la actividad de ALP (Janssens et al. 2005a). La
fosfatasa alcalina es un marcador temprano de los osteoblastos y participa en las
primeras etapas de la osteogénesis. En el estudio de zur Nieden et al (zur Nieden et al.
2003), la actividad de ALP se mostré incrementada hacia el dia 12 de cultivo,
mostrando un pico de expresion a la cuarta y quinta semana. En nuestro estudio, a los
7 dias, los grupos tratados con los péptidos P17, y en especial P144, muestran los
valores mas elevados de actividad de ALP. Estos resultados sugieren que los péptidos
estan actuando y promueven la diferenciacion osteoblastica. El hecho de presentar
valores mas altos que el grupo control podria indicar que el tratamiento de las células
MC3T3-E1 con los péptidos P17 y P144 promueve una aceleracion en la actividad de Ia
ALP. Ademas, el descenso que se produce en el grupo control a los 14 dias, también se
produce en el grupo tratado con P17, aunque en menor medida. Sin embargo, en el
grupo tratado con P144 se observa un incremento en la actividad de la ALP, lo que
plantearia que el tratamiento de las células con este péptido promueve la

diferenciacién osteogénica.

Se observa una mejor respuesta de P17 en gPCR y una mayor actividad de ALP con el
P144, lo que podria ser debido a que los tiempos de estudio son distintos. En qPCR el
tiempo maximo de estudio fueron 4 dias, mientras que en la ALP los tiempos fueron 7,
14 y 21 dias. Estos resultados indican que los dos péptidos podrian tener efectos

distintos en las células y afectar a la respuesta celular en estadios diferentes.

9.2 Discusion de los resultados del segundo estudio.

En nuestro trabajo utilizamos dos péptidos que podrian inhibir la accion de TGF-B1 en
modelo de cultivo celular. El siguiente paso seria funcionalizar las superficies de
titanio. Existen referencias previas en las que se han realizado funcionalizaciones de
estas superficies utilizando el péptido P17 (Sevilla et al. 2016a). Es por este motivo que
en este trabajo de tesis nos centramos en la funcionalizacién de la superficie con el
péptido P144 para no ser repetitivos en los resultados encontrados por investigadores
de nuestro grupo de trabajo. Por ello, en referencia a los resultados obtenidos en

nuestro segundo estudio in vitro, las superficies biofuncionalizadas con MP144
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inhibieron la expresién de p-SMAD?2 vy, por tanto, la ruta de sefalizacion de TGF-f1. En
condiciones normales, la p-SMAD2 es activada por el TGF-B1, que interacciona con
Runx2, suprimiendo la expresién de Runx2, colageno tipo I, ALP y osteocalcina por un
mecanismo autoregulatorio de feedback (Janssens et al. 2005). La formacién dsea es
un proceso de desarrollo cuidadosamente controlado que implica sefales
morfogenéticas mediadas seguidas de la induccion de programas de diferenciacién

especificos de células que producen condrocitos y osteoblastos (Franceschi 1999).

Las superficies experimentales de CP-Ti biofuncionalizadas con el péptido P144
promovieron la diferenciacién osteoblastica en células MC3T3-E1 y en células
mesenquimales humanas, asi como una reduccién de la expresion de marcadores

fibroblasticos en células NIH/3T3 fibroblasticas.

Las superficies de CP-Ti funcionalizadas con el péptido mostraron un efecto
osteoinductivo fuerte que promovido la expresién de todos los marcadores
osteoblasticos. De hecho, las células osteoprogenitoras mostraron un incremento en la
produccion de marcadores osteoblasticos en las superficies con péptido en

comparacién con las superficies control.

El proceso de diferenciacién celular es una combinacién de multiples acontecimientos
complejos. Tras un determinado estimulo, las células indiferenciadas son inducidas a
adquirir fenotipos especificos, en su mayoria, al expresar genes que codifican un

conjunto de proteinas Unicas para un tipo determinado de células (Ogata et al. 1993).

Los estudios sobre el papel de TGF-B1 en relacion a la osteogénesis ya citados
previamente (Aspenberg et al. 1996; Tieline et al. 2002; Mohammad et al. 2009),

encontraron una relacion negativa entre TGF-B1 vy la formacién ésea.

La expresion de colageno en las células MC3T3-E1 mostrd valores especialmente altos
a los 7 dias de cultivo en el grupo tratado con el péptido. Al ser el coldgeno el primer
marcador de la diferenciacién osteobldstica, estos resultados sugieren que se produce
una diferenciacion osteoblastica mds temprana cuando inhibimos TGF-B1 con el

péptido anclado a la superficie de titanio.
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Los osteoblastos derivan de células mesenquimales madre no diferenciadas. Después
de la diferenciacién en osteoblastos, las células mesenquimales expresan fenotipos
relacionados con la diferenciacién, como son un alto nivel de fosfatasa alcalina,
colageno tipo |, osteocalcina y otras proteinas éseas de matriz no colagénicas. La
expresion de los genes que codifican estas proteinas puede ser regulada por muchos

moduladores, como es el caso de las citoquinas (Ogata et al. 1993).

Los valores de RUNX2 también son mas elevados en las superficies CP-Ti
biofuncionalizadas, con diferencias significativas, a los 14 dias de cultivo;
normalmente, la expresiéon de RUNX2 se observa justo después de la produccion de
colageno. Estos resultados concuerdan con los del estudio citado previamente
(Mohammad et al. 2009), donde mostraron que la inhibicion de TGF-B1 inducia la

expresion de RUNX2, promoviendo la diferenciacion osteoblastica.

La expresidon de fosfatasa alcalina y de osteocalcina se organiza de forma secuencial en
el tiempo en condiciones normales. En nuestro estudio, las superficies funcionalizadas
con MP144 muestran mayor produccion de ALP y OC comparado con las superficies

CP-Ti control.

En cuanto a la expresion de marcadores fibroblasticos, TGF-B1 se ha visto relacionado
con patologias fibréticas, no solamente en el higado, sino también en el Utero,
induciendo la diferenciacién fibroblastica, como la fibronectina (Szdstek-
Mioduchowska et al. 2018). En nuestro estudio, las superficies de CP-Ti con MP144
mostraron los valores mas bajos de expresion de fibronectina en las células
fibroblasticas NIH3T3 a los 7 dias de cultivo. También se ha relacionado a TGF-B1 con
una produccidn excesiva de a-SMA vy de tejido fibrdtico (Satish et al. 2011); en nuestro
estudio, las superficies biofuncionalizadas muestran los valores mas bajos de estos

marcadores a los 7 dias de cultivo.

TGF-B1 interacciona con una amplia gama de otros factores de crecimiento y
hormonas en el hueso, generando una red de intercomunicacion intercelular y asi
provocando una respuesta compleja (Janssens et al. 2005). Las metaloproteasas de la
matrix (MMPs) son inducidas por TGF-B1 y se relacionan con la actividad fibroblastica y

de la matriz extracelular, siendo una familia de enzimas secretadas por células
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inflamatorias como los fagocitos y células del tejido conectivo. En nuestro estudio, las
superficies funcionalizadas con el péptido no tuvieron efectos significativos en la

expresion de las MMPs por parte de los fibroblastos.

Estos péptidos han sido probados para adherirse a superficies CP-Ti manteniendo su
bioactividad; la funcionalizacién de superficies de titanio con el péptido P17 también
fue desarrollada, ofreciendo resultados similares (Sevilla et al. 2016a). En nuestro
estudio, esta inmovilizacion peptidica en la superficie de CP-Ti estimulé una respuesta
celular in vitro caracterizada por la reduccién de la diferenciacién de fibroblastos y el

incremento de los marcadores osteoblasticos.

9.3 Discusion de los resultados del tercer estudio.

En referencia a los resultados del estudio de implantes in vivo, el principal objetivo de
nuestra investigacion era comparar los efectos en la respuesta dsea peri-implantaria
de implantes dentales biofuncionalizados con péptidos inhibidores de TGF-B1 respecto
a implantes no biofuncionalizados, utilizados como control. Para imitar la situacién
clinica habitual, los implantes fueron insertados en areas desdentadas ya cicatrizadas
de premolares inferiores en mandibula de perro Beagle ocho semanas después de
realizadas las exodoncias, puesto que es un modelo ampliamente validado en la

literatura.

Existe una variacion considerable en los modelos experimentales y los métodos
aplicados en el analisis de la osteointegracion de implantes. Los experimentos in vivo
citados previamente (Aspenberg et al. 1996; Tieline et al, 2002) fueron llevados a cabo
utilizando ratones, mientras que (Nikolidakis et al. 2009) utilizé cabras como modelo
animal. Colaboradores de nuestro grupo (Godoy-Gallardo et al. 2016); (Barba et al.
2017); (Gallardo-Calero et al, in press), y nosotros mismos (Hsu et al. 2017) tenemos
experiencias de trabajo en regeneracion ésea utilizando mandibula de perro como
modelo de experimentaciéon animal. La semejanza histomorfométrica del hueso
humano y el de Beagle ha sido reportada (Arisan et al. 2010); (Schmitt et al. 2016);

(Chang et al. 2016), incluso cuando existe una considerable variabilidad en los métodos
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utilizados para medir el contacto entre los tejidos éseos y el perfil de los implantes

(Aparicio et al. 2011); (Vivan Cardoso et al. 2013);(Cardoso et al. 2014).

BIC representa una medicion cuantitativa que ha sido utilizada por muchos autores
como medicién de la osteointegracion y la utilizacion de BS-SEM es un método simple,
altamente discriminativo y menos costoso para la determinaciéon del BIC. Nuestros
resultados de BIC, basados en la metodologia descrita por Manresa y colaboradores
(Manresa et al. 2014), constituyen una medicidon sistemdtica y no subjetiva del
contacto 6seo de la superficie del implante y estan de acuerdo con estudios similares.

(Janner et al. 2018).

La formacidn dsea alrededor de los implantes medida por el andlisis cuantitativo de las
imagenes de BS-SEM fue significativamente mayor en los implantes biofuncionalizados
con P17, a las cuatro y ocho semanas después de la implantacion. Nuestro analisis se
basa en el concepto de “Bone fraction”, definido por Cardoso et al 2014 (Cardoso et al.
2014) como “Relative Bone Fraction” y por Cutando et al 2008 (Cutando et al. 2008)
que representa tanto el hueso de la cortical preexistente como el hueso recién
formado en un area de 1,5x2mm situada a 2mm de distancia de la superficie del
implante. Los analisis histomorfométricos de BIC, BF e IB mostraron valores superiores
en el grupo biofuncionalizado con P17 en la etapa inicial de cicatrizacién (2 semanas) y
osteointegracion temprana tanto a las 4 como las 8 semanas post-implantacién. En
referencia al grupo biofuncionalizado con P144, los valores histomorfométricos
obtenidos también son altos pero su incremento parece mas estable durante los tres
tiempos de estudio. Nuestros resultados cuantitativos estdn de acuerdo con los
reportados por otros autores (Aparicio et al. 2011) (Cardoso et al. 2014) y, por tanto,
proporcionan la primera prueba de capacidad de las propiedades de promocion
osteogénica de la caracterizacion de superficies. Sin embargo, estas medidas

cuantitativas no reflejan la calidad de los tejidos en contacto con el implante.

Para ello, examinamos las muestras con detalle mediante el BS-SEM. La observacion
por BS-SEM muestra los tejidos calcificados, a diferentes niveles de blanco,
dependiendo de la concentracién de calcio presente, asi como las lineas cementantes y

el tamafo y forma de las lagunas celulares (Lopez-Lépez et al. 2009; Manresa et al.
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2014). El andlisis por microscopia electrénica de barrido de las imagenes sumativas de
las secciones de los implantes a las dos semanas de la implantacion representa el
hueso en contacto con ambas superficies del implante como trabéculas escasas vy
delgadas en el primer periodo postoperatorio, que son mas gruesas y mas numerosas

en los implantes biofuncionalizados.

El andlisis de los tejidos involucrados en la primera fase de la osteointegracion de los
implantes muestra un alto nivel de actividad osteocldstica alrededor del hueso
presente en las paredes internas de la trabéculas dseas, asi como numerosos vasos
recién formados conectando los presentes en el hueso de la cortical preexistente con
los vasos situados entre las trabéculas que constituyen la respuesta tisular peri-
implantaria y la respuesta tisular peridstica suprayacente al implante (Pardali & Dijke
2009); (Hu et al. 2018); (Biguetti et al. 2018). Las imagenes de los implantes
biofuncionalizados muestran que los vasos nuevos se orientan radialmente en el hueso
haversiano de la cortical preexistente, mientras que en el hueso nuevo recién formado
peri-implantario los vasos se disponen paralelos a la superficie del implante. Se ha
reportado la neovascularizacion alrededor de los implantes experimentales, asi como
los cambios en la orientacién de los vasos que contribuyen a la formacion de la matriz
O0sea mineralizada (Delgado-Ruiz et al. 2015). La reabsorcidn ésea osteoclastica ocurre
alrededor de la superficie de titanio y juega un papel importante en el logro de la
reparacion tisular post quirurgica y el posterior desarrollo de la estabilidad secundaria
u osteointegracion de los implantes (Zhao et al. 2007).

Los resultados histoldgicos demuestran la presencia de células de revestimiento dseo
en el drea peri-implantaria en las primeras etapas de osteointegracién, demostrando
ademas que la orientacién de la aposicidon ésea alrededor del implante depende de la
distribucién de tensidon mecdnica descrita por algunos autores. (Takano et al. 1999).
Los osteoblastos aun permanecen activos en nuestras muestras al final del
experimento: se observa un depdsito activo de la matriz dsea no calcificada en el
borde interno de los canales vasculares ocho semanas después de la implantacién en
los implantes biofuncionalizados con P17. Ademas, las diferencias en la coloracién de |
hueso muestran que la aposicién ésea aun se mantiene, tanto en las muestras de P17

y, con menor intensidad, en las muestras del grupo control y de P144.
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La proliferacion, deposicion de matriz extracelular y posterior maduracion vy
mineralizacién son los pasos principales que componen la osteogénesis.

Estos resultados cuantitativos y cualitativos sugieren que los efectos positivos de la
biofuncionalizacion en el proceso de la osteointegracion podrian ser no sélo
inmediatos (por medio de la neoangiogénesis y/o la neoformacién trabecular) sino
también a medio o largo plazo (por la remodelacién lamelar), como describieron
algunos autores previamente. (Martino et al. 2015) and (Biguetti et al. 2018).

Las muestras del grupo tratado con el péptido P17 muestran valores mayores de BIC,
BF e IB que el grupo del otro péptido, P144. Ademds, la neovascularizacion de las
muestras de P17 muestra un patrén activo y lleva a una osteointegracion mas
temprana que la que se observa en los grupos control y P144. Las diferencias en los
resultados entre los grupos de implantes biofuncionalizados podria deberse al hecho
de que las superficies adhieren al péptido P17 aproximadamente un 30% mas que al
péptido P144 debido a sus propiedades fisico-quimicas. La mayor hidrofilia de P17

comparado al P144 podria ser otro factor causal (Sevilla et al. 2016a).

La literatura disponible con respecto a los péptidos inhibidores de TGF-B1 es limitada,
de modo que los resultados de este estudio se tienen que tomar con cautela. Son
necesarios mas estudios experimentales con respecto a la accién de |la

biofuncionalizacion con los péptidos bioactivos y sus efectos en la osteointegracion.

9.4 Discusion de los resultados del cuarto estudio.

El principal objetivo de esta investigacion fue comparar los efectos del crecimiento y la
osteointegracion en modelo post-extraccion in vivo, de un injerto éseo sintético
ampliamente utilizado (Maxresorb®) en comparacion a el mismo material modificado
mediante biofuncionalizaciéon con el péptido anti-TGF-B1, P144. Los biomateriales
fueron insertados en los alvéolos post-extraccion de las raices distal de los segundos y
terceros premolares mandibulares de los perros Beagle. Se sabe que el objetivo de
esta técnica es limitar la reabsorcidon alveolar y la pérdida dsea, asi como preservar la
cantidad mayor de masa dsea posible para la colocacion de implantes (Avila-Ortiz et al.

2014).
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A pesar de las limitaciones, la investigacién animal ha sido un buen modelo para el
desarrollo de nuevos biomateriales para la ingenieria de tejidos dseos (Ebrahimi et al.
2017). Los estudios in vivo demostraron que los fosfatos calcicos (CaP) son seguros y
son una alternativa efectiva a los aloinjertos sin los inconvenientes asociados como la
respuesta inmune o la transmisién de enfermedades (Owen et al. 2017). El uso de
materiales aloplasticos puede ofrecer un procedimiento Util para evitar estos riesgos
(Stein et al. 2009). Las propiedades osteoconductivas de los fosfatos tricalcicos
bifdsicos se han mejorado con caracteristicas osteoinductivas por medio de la

modulacion de sus propiedades fisico-quimicas (Barba et al. 2017).

Los fosfatos calcicos osteoconductivos se disefian para provocar el anclaje, la
proliferacién, migraciéon y diferenciacion de las células éseas, y para conducir a la
aposicion directa de hueso nuevo sobre el material bioactivo. La superficie del
biomaterial implantado adsorbe las proteinas ciculantes que atraen a los osteoclastos
para luego inducir a los osteoblastos a la diferenciacién, dando lugar a la produccion

de matriz mineralizada (Owen et al. 2017).

La remodelacién dsea tiene lugar alrededor de los granulos, empezando por la
reabsorcion de sus componentes de calcio y fosfato. Asi, la integracién de los granulos
del biomaterial con la estructura dsea estad constantemente en progreso. Esta interfase
es altamente dindmica, involucrando la biologia dsea y la fisiopatologia, los factores
biomecanicos subyacentes y el factor del nicho (los vasos circundantes, los factores
bioquimicos, el estado nutricional, etc). La remodelacién dsea esta dirigida a “restitutio
ad integrum” resultando en un crecimiento éseo organizado y mineralizado a expensas
del injerto (Daculsi et al. 2003). Como resultado final, los materiales bioactivos forman
una unién directa con el hueso huésped. Los periodos de cicatrizacion utilizados para
nuestro estudio, 2, 4 y 8 semanas, fueron seleccionados para demostrar las fases
tempranas de remodelaciéon dsea y determinar la progresidon del hueso mientras

interactua con los diferentes injertos dseos.

Se ha descrito una correlacion negativa entre la presencia de TGF-B1 y la formacién
dsea en experimentos in vivo (Aspenberg et al. 1996; Tieline et al. 2002). Ademas, se

encontré una capa fibrética alrededor de la superficie después de la insercion de
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implantes dentales cargados con TGF-B1 (Nikolidakis et al. 2009). Sin embargo, los
experimentos in vitro demostraron que TGF-B1 suprime la diferenciacion osteoblastica
de las células de la médula désea, mientras que su inhibicion libera a las células
estromales de su diferenciacidén, facilitando la formacion de osteoblastos diferenciados
(Takeuchi et al. 2010). Ademas, TGF-B1 se ha relacionado con los procesos celulares
para la cicatrizacién de heridas, asi como con la regulacion de los procesos
inflamatorios (Cornelini et al. 2003). Eso llevd a nuestro grupo a investigar la
biofuncionalizacion de los implantes dentales de titanio con péptidos inhibidores de
TGF-B1, que ha resultado en la aceleracién de la diferenciacion de células

osteoprogenitoras in vitro.

Se han propuesto diversas técnicas de preservacion alveolar después de la extracciéon
dental, aunque ninguna ha sido demostrada como la gold standard. Ademas, se puede
producir un aumento de la pérdida 6sea debido a patologia endoddntica, infeccidn,
granuloma periapical, periodontitis o exodoncia traumatica (Mahesh et al. 2015). La
preservacion alveolar con sustituos &seos aloplasticos de fosfatos de calcio ha
demostrado mayor sustitucion del injerto y una regeneracién dsea incrementada
cuando se compara con el xenoinjerto anorganico bovino (Mahesh et al. 2015).
Nuestros resultados sugieren que la biofuncionalizacién de un material de fosfato
tricdlcico bifdsico con P144 tiene un efecto aditivo, estimulando tanto la
osteoconduccién como la osteoinduccién evitando la pérdida de hueso fisioldgica

debida a la exodoncia.

Aunque el BIC representa una medicién cuantitativa que ha sido utilizada por muchos
autores como medida de osteointegracién, no se ha propuesto una medicién
sistematica, estandarizada, objetiva ni sistematica para evaluar los tejidos dseos en
contacto con la superficie de los fragmentos del biomaterial. Alt et al (Alt et al. 2016) y
Ding et al (Ding et al. 2016) propusieron el analisis histomorfométrico mediante
imagenes histoldgicas, pero utilizaron diferentes pardmetros para las Regiones de
Interés (Rols). Nuestro analisis se desarrolléd también utilizando todo el perimetro del
defecto alveolar representado en la imagen por cosido (stitching) de la muestra. El Rol
seleccionado corresponde al contorno del defecto alveolar, excluyendo los tejidos

O0seos constituyentes del perfil de la pared cortical alveolar. Después, el area de
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granulos de biomaterial se midio, y se cuantificaron también los tejidos éseos nuevos
alrededor de los granulos. Los valores que llegaron a significaciones estadisticas
fueron el Volumen de hueso neoformado (NBV), definido como el porcentaje de tejido
0seo nuevo en el Rol, y el NBV/TVol, es decir, la ratio de hueso nuevo mineralizado en
el Rol después de restar el area correspondiente a los granulos del biomaterial,
estimada de las secciones analizadas. Este andlisis cuantitativo de las imagenes
histolégicas de cosido (stitching) se parece al método descrito por Bakhshalian et al
(Bakhshalian et al. 2018). Estos autores excluyeron de su analisis el hueso cortical, y
restaron el perfil de los granulos del biomaterial calculando el Volumen Total del Rol.
Ademas, estos calculos se realizan sin tener en cuenta informacién valiosa que podria
ser aplicada al andlisis de la osteointegracion de los biomateriales de granulos, como el
numero de trabéculas (Th.N), la separacion trabecular (Th.Sp), el grosor trabecular
(Th.Th) y especialmente el factor patréon trabecular (Th.Pf), como se reporta en el
estudio de Blouin et al (Blouin et al. 2006) utilizando la “Nomenclatura Estandarizada
de Histomorfometria Osea” que fue establecida por Parfitt et al en 1987 (Parfitt 1987;

Parfitt et al. 2009) para evaluar la remodelacién 6sea (Dempster et al. 2013).

Nuestros resultados histomorfométricos mostraron un comportamiento mejor en el
injerto biofuncionalizado con P144 con respecto al injerto no tratado. Sin embargo,
nuestras observaciones histoldgicas y de BS-SEM han demostrado la importancia del
contacto entre el hueso de la cortical alveolar y los tejidos éseos nuevos depositados
alrededor de los granulos del biomaterial. Las conexiones entre las trabéculas éseas
recientemente formadas son importantes para evaluar la calidad del hueso que estd
llenando el espacio alveolar y asi valorar el anclaje dseo para la futura colocacion del

implante.

Nuestros resultados a tiempos tempranos de cicatrizaciéon (dos semanas) muestran
valores mayores en el grupo experimental. Mientras que el grupo control muestra un
incremento lineal de crecimiento 6seo, nuestro grupo tratado muestra valores
disminuidos a las cuatro semanas; esta reduccidon podria ser explicada gracias a
nuestros resultados cualitativos (histologia y BS-SEM): a mayor magnificacién, el
injerto biofuncionalizado con el péptido muestra mas espacios vasculares en el defecto

alveolar. Esta neovascularizacién permite que los granulos sean invadidos por vasos y
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facilita la adsorcién de proteinas. De hecho, este fendmeno se puede observar por el
cambio de color que adoptan los fragmentos, la misma tonalidad verde intensa que los

tejidos 6seos de su alrededor.

Dos semanas después de la cirugia, los tejidos calcificados que rodean el biomaterial se
observan mediante el analisis de microscopia 6ptica y electrénica de barrido, que
ayuda a explicar los resultados numéricos del andlisis presentado en las tablas 4 y 5.
Asi, las propiedades osteoconductivas del biomaterial permiten la aproximacién de los
granulos a la cortical preexistente; los granulos estan en contacto con el hueso nuevo

empezando a crecer a su alrededor.

A las cuatro semanas, los granulos biofuncionalizados muestran una estructura dsea
densa en contacto con las corticales preexistentes: los granulos estan siendo
integrados a través del defecto alveolar y el hueso nuevamente formado parece mas
estructurado y compacto que en las semanas anteriores. Estos resultados son
coherentes con el andlisis numérico presentado, teniendo en cuenta que los resultados

cuantitativos no consideraron el hueso de la cortical preexistente.

A las ocho semanas, los valores de crecimiento éseo son similares en ambos grupos.
Estos resultados proporcionan la capacidad de promocion y las propiedades de la
técnica de biofuncionalizacién, al menos parcialmente disefada para atraer células con
el fin de inducir su fenotipo a lineas celulares osteogénicas. El analisis de microscopia
electrénica de barrido de las secciones representa el crecimiento éseo a expensas de
los granulos; las trabéculas son mas gruesas y la aposicion de hueso laminar mas densa

en los injertos biofuncionalizados.

El analisis histolégico demuestra la presencia de células éseas en el perimetro de la
superficie de los granulos en una fase temprana de la osteointegracion. Las células
Oseas también se observan al final del experimento, a las ocho semanas: la deposicién
activa de matriz en los granulos se observa en gran medida en las muestras
biofuncionalizadas. Las diferencias en la coloracién del hueso laminar muestran el

mantenimiento de la aposicion laminar a lo largo del periodo experimental.
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Los efectos positivos de la biofuncionalizacion en la osteointegracion de injertos dseos
sintéticos podrian ser no sélo inmediatos sino también a medio y largo plazo, gracias a
la aposicion trabecular y la remodelacion laminar, tal y como describieron Martino et

al (Martino et al. 2015) y Biguetti et al (Biguetti et al. 2018).

Las diferencias en la técnica quirurgica, el trauma quirdrgico y la duraciéon del
procedimiento pueden influenciar en la tasa de reabsorcién y la respuesta bioldgica
(Ebrahimi et al. 2017). Ademas, la heterogeneidad en la morfologia de los defectos
alveolares tiene que tenerse en cuenta. La literatura limitada disponible respecto a los
péptidos inhibidores de TGF-B1 sobre organizacion dsea obliga a tomar estos
resultados con cautela. Se requieren mas estudios de investigacién sobre la
biofuncionalizacion con péptidos bioactivos, como estos péptidos inhibidores de TGF-

B1y sobre sus efectos en la osteointegracion.

Nuestro trabajo no esta exento de limitaciones. El efecto de TGF-B1 en osteogénesis in
vitro es altamente dependiente de muchas condiciones experimentales y es el
resultado final de muchos factores de interaccion. El factor clave para la futura
investigacion in vitro es controlar cuidadosamente la mayoria de estos factores vy
minimizar la variabilidad experimental. Por lo tanto, se requieren mas estudios para
dilucidar las funciones exactas de TGF-B1 en el hueso y su papel como agente

terapéutico anabdlico.

Estas observaciones discordantes se pueden atribuir a las diferencias en el sistema de
modelo celular osteoblastico (tumorogénicos vs no tumorogénicos), condiciones del
cultivo, densidad celular, concentracién de TGF-B1 y la presencia de otros factores de

crecimiento.

Aunque el presente ensayo es un estudio preliminar, se podria sugerir un tratamiento
con P17 los primeros dias y un uso posterior de P144 hacia la primera semana de
tratamiento en regeneracién dsea, si se corroboraran estos resultados en ensayos in

vivo, y si se ajustaran adecuadamente los tiempos.

No obstante, cabe destacar que los grupos tratados con TGF-1+P17 y TGF-f1+P144

muestran resultados diferentes a las células tratadas solamente con P17 o P144. Estos
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resultados sugieren que los péptidos podrian estar interaccionando con las células de
algun otro modo que no fuera la inhibicion de TGF-B1, estando relacionada con las
propiedades fisicoquimicas de los péptidos. El P17 es muy soluble en medios acuosos a
pH bioldgico, de modo que la concentracion de P17 en el medio puede ser muy alta si
se desea. El P144, por el contrario, es un péptido muy neutro e hidrofdbico, de forma
que su solubilidad es muy baja. El péptido puede agregarse y afectar a muchas
proteinas hidrofébicas, presentes en la membrana celular. Estos resultados sélo
sugieren que puede haber una interaccion directa entre los péptidos y las células, pero
se requieren estudios adicionales para dilucidar los efectos concretos de los péptidos y
sus causas. Por lo tanto, una profundizacién en esta linea de trabajo, para futuras

investigaciones queda sugerida con el presente trabajo
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10 Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en los estudios in vitro e in vivo realizados durante

el desarrollo de esta tesis doctoral podemos concluir que:

En respuesta al objetivo general de este trabajo,

In vitro, los péptidos P17 y P144 producen cambios a nivel de la expresién
osteogénica en células MC3T3-E1 pre-osteoblasticas. Estos cambios son
positivos en algunos casos, acelerando la expresion de marcadores
osteoblasticos y asi la diferenciacion osteoblastica, aunque debido la
heterogeneidad de nuestros resultados, se necesitan mas estudios para
confirmar una accién mas precisa de estos péptidos.

In vivo, la biofuncionalizacion de la superficie de titanio o de fosfato tricalcico
bifdsico con péptidos inhibidores de TGF-B1 produce cambios en la respuesta
biolégica del entorno cicatricial dseo, consistentes en la aceleracion de la
diferenciacién osteoblastica y en la reduccion de la diferenciacion fibroblastica.
En general, la biofuncionalizacién con péptidos inhibidores de TGF-B1 puede
ser una estrategia utilizada para acelerar los tiempos de cicatrizacién alrededor
de implantes dentales o biomateriales de regeneracion. Los resultados de este
estudio podrian ser Utiles para estudios futuros orientados al andlisis de los
mecanismos especificos de la biofuncionalizacién de implantes dentales o

biomateriales de regeneracién ésea.

En respuesta a los objetivos especificos de este trabajo

Los péptidos P17 y P144 modifican la accidn biolégica del factor de crecimiento
TGF-B1, tanto en cultivo celular, como sobre superficies de titanio
biofuncionalizadas con dichos péptidos, en respuesta a los objetivos 1y 2.

Estos cambios bioldgicos también se observan en el modelo in vivo, observado
a través de modificaciones en los pardmetros cuantitativos analizados de la

osteointegracion de los implantes. Los implantes biofuncionalizados con P17 y
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P144 presentan neovascularizacion y neoformacion ésea a tiempos mas cortos
de cicatrizacién (2 y 4 semanas después de la colocacion), que los implantes
control, en respuesta a los objetivos 3y 4.

e La biofuncionalizacion de injertos dseos sintéticos de fosfatos de calcio
bifdsicos con el péptido inhibidor P144 acelera la adaptacién tisular y la
osteointegracion del biomaterial, con la consiguiente promocion de formacién

Osea temprana en el drea injertada, en respuesta al objetivo 5.
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CICATRIZACION OSEA ALREDEDOR DE IMPLANTES DE TITANIO Y BIOMATERIALES DE REGENERACION
OSEA BIOFUNCIONALIZADOS CON PEPTIDOS INHIBIDORES DEL TGF-B1

BONE HEALING AROUND TITANIUM IMPLANTS AND BONE BIOMATERIALS BIOFUNCTIONALIZED
WITH TGF-B1 INHIBITOR PEPTIDES

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

PALABRAS CLAVE

Implantes dentales, superficie de implantes, biomateriales, biofuncionalizacién, histomorfometria,
osteointegracién, TGF-1, alvéolos post-extraccion.

INVESTIGADORES

Dr. Javier Gil Mur

Dr. Pablo Sevilla Sdnchez

Dr. Pablo Galindo Moreno

Andrea Cirera Estadella

OBJETIVOS

- Objetivo primario: conocer la accidn bioldgica de superficies de titanio funcionalizadas
con péptidos P17 y P144 inhibidores de TGF-B1 y de biomateriales para regeneracién dsea

emplazados en alvéolos dentales.
- Objetivos secundarios:

o Evaluaciéon estadistica de cambios significativos en el porcentaje de contacto
hueso-implante de los implantes biofuncionalizados respecto a los del grupo

control.

o Evaluaciéon histolégica e histomorfométrica del hueso neoformado en los alvéolos

dentales tratados con los péptidos respecto a los del grupo control.

o Valorar la influencia de la morfologia o disefio macroscépico del implante en la

osteointegracion.

o Evaluaciéon del hueso generado comparando hueso sintético puro con hueso

sintético cargado con P144.




JUSTIFICACION

La familia TGF-B (Tranforming growth factor beta) es un grupo de citoquinas multifuncionales
que juegan un papel principal en cicatrizacion y reparacion de tejidos. TGF-f se encuentra en

todos los tejidos, pero es particularmente abundante en hueso, pulmdn, higado y placenta.1

TGF-B1 estd implicado en el control de la proliferacion, migracidon, diferenciacion vy
supervivencia de muchos tipos celulares. Tiene influencia en procesos diversos como la
embriogénesis, angiogénesis, inflamacién y reparacién de heridas. En el tejido esquelético,
TGF-B1 estd implicado en el desarrollo y mantenimiento, afectando tanto al metabolismo del
cartilago como del hueso.2

La inhibicién de TGF-B es una estrategia prometedora para inhibir efectos indeseados como
una produccién excesiva de tejido fibroso, o para la aceleracién de la actividad osteoblastica y
osteoclastica.16,17 La inhibicion de TGF-B abre una nueva perspectiva para mejorar la
regeneracion dsea vy la integracion de los implantes.

La citoquina TGF-R1 es la principal responsable de la produccidn de tejido fibroso en multiples
6rganos18, por lo que la inhibicion de esta citoquina, mediante la aplicacién de péptidos
antagonistas del TGF-B1, podria generar la disminucion o completa desaparicion de la
fibrointegracion de los implantes o incluso la aceleracidn de la oseointegracion.

Una reduccién o desapariciéon de la capa de tejido fibroso entre hueso e implante podria
suponer un acortamiento en los tiempos de integracién de implantes, asi como una mejor

osteointegracion.

METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO
1) Diseiio del estudio:
El estudio se realizard sobre 12 hemimandibulas de 6 perros Beagle.
Los tiempos de sacrificio seran a las 2, 4 y 8 semanas y se sacrificardn 2 perros por tiempo.

Se colocaran un total de 36 implantes y se hemiseccionaran 36 premolares para los grupos de
regeneracion de alvéolos.

En la primera cirugia se realizara la desdentacién. Se hemiseccionaran los premolares de cada
hemimandibula y se extraerd cuidadosamente la raiz mesial del 22, 3*" y 42 premolar
mandibular, exponiendo la mitad del alvéolo dental. A la seccion de los premolares que se
conserven en boca se les realizara el tratamiento de conductos o endodoncia para su
conservacioén. Este procedimiento se realizara bajo anestesia general.

- Se suministrara a los animales analgésicos y antibidticos en el postoperatorio.



En la segunda cirugia se realizard la colocacién de implantes, en condiciones de asepsia,
mediante la preparacidon de un campo estéril en un gabinete dental preparado para cirugia
oral.

- La colocacién de implantes en las mandibulas desdentadas, realizando una incisién en
la regidn molar. La elevacidon de colgajo serd a espesor total, se realizard una
osteotomia cuidadosa, con el fin de obtener una zona desdentada suficiente para la
colocacién de 3 implantes en cada hemimandibula. El fresado respetard el sistema
indicado segln la casa comercial. Los implantes se colocaran tal que el margen del
cuello pulido con la superficie rugosa quede a nivel de la cresta ésea. Se colocara el
tapon de cierre encima del implante. Después del cierre de la herida mediante suturas
interrumpidas realizadas con sutura sintética Supramid 4/0, se permite la cicatrizacion
de las localizaciones durante 2, 4 y 8 semanas.

- Se extraeran las raices distales que se habian endodonciado y se colocara el hueso
sintético. Se cubrird con una membrana y se suturara con Supramid 4/0.

2) Grupos de estudio

Implantes:
- Implante control
- Implante biofuncionalizado con P17
- Implante biofuncionalizado con P144

Regeneracion dsea:
- Alvéolo tratado con hueso sintético Klockner
- Alvéolo tratado con hueso sintético Klockner + P144
- Alvéolo tratado con hueso sintético Mimetiss

El estudio se realizard a doble ciego, el histopatdlogo que realice la histologia y
histomorfometria desconocera cual es la superficie del implante que evalua y los datos
serdn interpretados por un analista que desconocerd a qué grupo pertenece cada
superficie.

3) Descripcion de los implantes

Los implantes tendran un didmetro de 3.5 mm y una longitud de 8 mm. Seran de
conexion interna.

4) Animales, sacrificio, procesamiento histoldgico y analisis histomorfométrico.

- Animales:
- Se intervendran 6 perros Beagle adultos

- Los animales se trataran y sacrificardn en la Facultad de Veterinaria de la Universidad
Auténoma de Barcelona. Los animales pasaran un periodo de aclimatacion de al menos
15 dias de forma previa a la cirugia de colocacion de los implantes una vez llegados al

centro de experimentacion de animales.



- Tanto el mantenimiento de los animales como todos los procedimientos del estudio se
realizaran bajo la supervision y la intervencion cuando sea menester, del servicio de

veterinarios de dicho centro.

- Todas las cirugias seran realizadas por el mismo cirujano, este deberd estar
experimentado en el uso de ambos sistemas de implantes con una experiencia quirdrgica

de al menos 10 afios.

- Antes de la cirugia se sedara a los perros con midazolam y se anestesiaran con ketamina

y xilazina.
Sacrificio:

Los animales seran sacrificados en tres tiempos: 2, 4 y 8 semanas. Se sacrificardn 3 perros en
cada tiempo. La eutanasia se llevard a cabo mediante sobredosis de pentotal sddico con una

perfusion a través de las arterias carotideas de una mezcla compuesta por glutaraldehido
(5%) y formaldehido (4%) en un pH 7°2.

Procesamiento histoldgico y analisis histomorfométrico

A) En cada animal se obtendran 4 bloques 6seos mediante una sierra oscilante. Las piezas
Oseas obtenidas en bloque junto con los implantes serdan sumergidas en una solucion de
formaldehido (4%) combinado con cloruro calcico (Cl2Ca) (1%) para la preparacion
histolégica (Schenk y cols. 1984). Las piezas seran deshidratadas y embebidas en metil-
metacrilato. Se cortaran en direccidon buco-lingual y paralelas al eje del implante. Se
realizaran tres secciones en los bloques. Estas secciones tendran aproximadamente 500
MM de espesor, estaran sin descalcificar, utilizando una sierra de diamante a baja
velocidad con refrigeracién (Leco Corporation). A continuacion, se pegaran las secciones
con cemento acrilico a Plexiglass opaco, preparadas a un espesor final de 80 um, y tefiidas
superficialmente con azul de toluidina seguida de fuchina basica.

Se examinaran tres piezas de cada implante por un examinador experimentado. El porcentaje de
contacto directo entre hueso mineralizado y la superficie de titanio (contacto hueso-implante) se
determinarad a una magnificacién 100 x (en otros estudios a 250 x), utilizando un software para el

analisis de la imagen.

5) Fotografias

Se tomaran fotografias a lo largo de las diferentes fases del estudio, si bien el Unico objetivo es le

documentacion, no siendo obligatorias y ademas no seran evaluadas.

6) Analisis de los datos



Un especialista independiente realizarad las determinaciones histomorfométricas. Este especialista

desconocera al grupo al que pertenece cada uno de los especimenes.

7) Diagrama de tiempos previstos

El presente trabajo de investigacion tiene una duracién prevista de 12 meses.
Para la realizacion de este estudio se plantea el siguiente plan de trabajo:

- Seleccidn de los animales y se procede en una primera intervencion a la extraccion de los
dientes de la mandibula, hemiseccion de premolares y tratamiento de conductos del

hemipremolar.

- Fase experimental del estudio: colocacidon de implantes y regeneracion dsea. Se realizara

a los 2 meses de la realizacion de las extracciones.

- Sacrificio de los animales y preparacion de las muestras para enviar al servicio de

histomorfometria. Se realizard a las 2, 4 y 8 semanas de la colocacidn de los implantes.

- Envio al laboratorio del servicio de histomorfometria para el procesado de las muestras y

la obtencién de los datos.

- Andlisis de los datos obtenidos por el Servicio de Estadistica de la Universidad de

Granada.

8) Asignacion de tareas

Andrea Cirera Estadella: Intervencién en todas las fases y procedimientos. Coordinacion
del estudio experimental y analisis histopatoldgico.

Pablo Galindo Moreno: Realizacién de los procedimientos quirdrgicos e intervencién en
animales.

Javier Gil Mur: Control de los test de laboratorio para el andlisis de muestras

Pablo Sevilla Sdnchez: Realizacidn de la biofuncionalizacion de superficies para la
obtencién del material a examinar



Generalitat de Catalunya

Departament de Territori i Sostenibilitat
Direccio General

de Politiques Ambientals

RESOLUCIO

Assumpte: autoritzacié de procediment d’experimentacié num. 8890

Identificacié de I'expedient

Resolucié per a la realitzacié de procediments d'experimentacié sol-licitat pel centre Servei
de Granges i Camps Experimentals, a I'empara del Decret 214/1997, de 30 de juliol, pel
qual es regula la utilitzacié d'animals per a experimentacio i per a altres finalitats cientifiques.

Antecedents

1. El centre va presentar sol-licitud d'autoritzacié expressa per a l'execucio del
procediment d'experimentacié que es relaciona tot seguit, atés que en principi es
troba inclos en algun dels suposits establerts a l'article 34 del Decret 214/1997:

“Aplicacié quirargica de nous implants quirdrgico-dentals per avaluar-ne la
seva osteointegracio i resposta tisular en gos” 3 266

Investigador/a responsable: Jordi Franch Serracanta

2. La Comissié d'Experimentacié Animal, en la reunié feta el 10.05.2016 va informar
Favorablement la realitzaci6 d'aquest procediment d'experimentacio. '

Fonaments de dret

1. El Decret 214/1997, de 30 de juliol, pel qual es regula la utilitzacio d'animals per a
experimentaci6 i per a altres finalitats cientifiques, estableix que per a la realitzacié de
procediments d'experimentacid que es troben inclosos en algun dels suposits establerts al
seu article 34, es requereix autoritzacié expressa.

2. L'article 36 de l'esmentat Decret estableix que la Comissié d'Experimentacié Animal
emetra un informe sobre la realitzacié dels procediments que requereixen autoritzacio
expressa, que tindra caracter vinculant.

3. D'acord amb la llei 30/1992, de régim juridic de les administracions publiques i del
procediment administratiu comu, emeto la present

Doctor Roux, 80

08017 Barcelona

Tel. 93 567 42 00

Fax 93 280 33 20
http://territori.gencat.cat



Resolucié
Per tant, resolc:
1. Informar Favorablement la sol-licitud d’'autoritzaci6 expressa del procediment
d'experimentacié que es relaciona a continuacié, al qual se I'ha assignat el nimero

d’'ordre que segueix:

Titol: “Aplicacié quirirgica de nous implants quirargico-dentals per avaluar-ne
la seva osteointegracio i resposta tisular en gos”

Investigador/a responsable: Jordi Franch Serracanta
Num. ordre DAAM: 8890

2. S'autoritza la realitzacié d’aquest procediment d’experimentacié fins la data:
27.05.2018

3. ‘Aquesta autoritzacié no eximeix del compliment i disposicié d’altres autoritzacions,
d’acord amb la normativa sectorial vigent.

Contra aquesta resolucié que no exhaureix la via administrativa, es pot interposar recurs
d'alcada davant el director general de Politiques Ambientals en el termini d'un mes, a
comptar de 'endema de la notificacié d’aquesta resolucié, segons el que estableix I'article
114 de la Llei 30/1992, de 26 de novembre, de régim juridic de les administracions publiques
i del procediment administratiu comu.

El subdirector general de la Biodiversitat

iitat

Suhcireccd Genoral de la Biodiversitat -

Jaume Vicens Perpinya

Barcelona, 27 de maig de 2016
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CONVENIO ENTRE LA UNIVERSIDAD DE GRANADA Y SOADCO, S.L. PARA
LA CREACION DE LA “CATEDRA DE EMPRESA KLOCKNER IMPLANT

" usavERGEiAD bl SNVGBBBIWAD DE GRANADA EN IMPLANTOLOGIA”
SECRETARIA QENERAL
REMEBTRO DE CONVENIOS
05 JUL. 2016 Granada, a 3 de junio de 2016
Ertratda nom, _C €144 REUNIDOS

De un lado, la Sra. Dha. Maria Pilar Aranda Ramirez, en nombre y representacion
de la Universidad de Granada (CIF Q-1818002-F) de la que es Rectora Magnifica
en virtud del Decreto 157/2015, de 19 de junio (BOJA n° 119, de 22 de junio de
2015), actuando con las atribuciones que le confieren el articulo 20.1 de la Ley
Organica 6/2001, de 21 de diciembre, de Universidades y el articulo 45, k) de los
Estatutos de la Universidad de Granada,

Y, por el otro, la Sra. Dia. Mercedes Roldan Chesa, Directora General de la
empresa SOADCO, S.L., con NRT L702549T, como representante de ésta, en virtud
de la escritura formalizada por el notario D. Matias Aleix Santuré, el dia 9 de

diciembre de 1996 con el nUmero 245/96 de su protocolo, con domicilio en Avenida
Fiter i Rosell, 4 bis, local 2 en Escaldes Engordany AD700 de Andorra.

Ambas partes se reconocen mutuamente la capacidad necesaria para obligar a las
entidades respectivas.

EXPONEN

PRIMERO.- SOADCO S.L. esta interesada en apoyar la investigacién y el
conocimiento en Odontologia, particularmente en implantologia y prétesis dental.

SEGUNDO.- La Universidad de Granada posee una amplia experiencia en
investigacién y docencia en implantologia y prétesis dental.

TERCERO.- SOADCO S.L. y la Universidad de Granada valoran muy positivamente
una colaboracion en actividades de | + D + |, formacién y transferencia de
resultados de investigacion relacionadas con la implantologia y la prétesis dental,
para lo que



J

B I
A BBy ESNS o
Universid;d de Granada Klm( eriql?nplant system

ACUERDAN

PRIMERO. NOMBRE

La creacién de la “Catedra de Empresa Klockner Implant System-UGR en
Implantologia” (en adelante, “la Catedra”).

SEGUNDO. OBJETO

La Catedra, con caracter genérico, meramente enunciativo y no exhaustivo, se
centrara en el desarrollo de las actividades conjuntas siguientes:

- Desarrollo de proyectos conjuntos de investigacion.

- Redaccion de trabajos de investigacion y de tesis doctorales y otras
publicaciones.

- Fomento de la valorizacién, la proteccién y la transferencia del conocimiento
con objeto de que los resultados de la investigacion sean transferidos a la
sociedad.

- Organizacion de cursos, seminarios, conferencias u otras actividades
formativas y de divulgacion.

- Colaboracion en el disefio e imparticion de programas de postgrado.

- Colaboracién en eventos y en encuentros nacionales e internacionales de
expertos sobre temas de interés para ambas partes.

TERCERO. COMISION MIXTA DE SEGUIMIENTO

Del seguimiento y desarrollo del Convenio se ocupara una Comisién Mixta creada
al efecto, que tiene como finalidad proyectar, informar, organizar y controlar la
ejecucion de las actividades a que se refiere el presente Convenio y resolver las
cuestiones de interpretacion y funcionamiento de las actividades en su conjunto.

En particular, la Comision Mixta se encargara de la aprobacién de un programa
anual de actividades.

La Comisién Mixta estara integrada por cuatro miembros, dos de ellos nombrados
por cada una de las partes que suscriben el presente Convenio.

Por parte de la Universidad de Universidad de Granada, los miembros de la
Comisién Mixta de Seguimiento seran:

a) Un miembro del PDI de la Universidad de Granada en el que recaera la
Direccién de la Catedra, el Sr. D. Pablo Antonio Galindo Moreno.

b) El Vicerrector de Investigacion y Transferencia, el Sr. D. Enrique Herrera
Viedma.

Por parte de la Empresa los que ésta establezca.

La Comisidén Mixta de Seguimiento se constituira en el plazo de 15 dias a partir de la
firma del presente Convenio y se reunira tantas veces como lo requiera la buena
marcha del Convenio. Su régimen de organizacién y funcionamiento sera el previsto
para los 6rganos colegiados en los articulos 19 y siguientes de la Ley 40/2015, de 1
de octubre, de Régimen Juridico del Sector Publico. Todas las decisiones que se
adopten seran acordadas por unanimidad.
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El acuerdo de la Comision Mixta de Seguimiento que recoja las actividades o
actuaciones a desarrollar, debera contener, al menos, los siguientes aspectos:

a) Objeto o denominacion del proyecto y/o programa.

b) Profesores, Grupos e Institutos de Investigacién o servicios de la Universidad
que llevaran a cabo la actividad y la persona que se responsabilizara de la
actuacion.

c) Plan de trabajo: fases o planificacion de actividades y cronograma.

d) Presupuesto total y medios materiales y humanos que requiera la actuacion.
especificando las aportaciones de cada entidad.

e) Los relacionados con la confidencialidad y la publicaciéon de los resultados,
asi como la regulacién de la propiedad intelectual e industrial de los
resultados derivados de la ejecucion de esas actividades.

CUARTO. DIRECCION
La Direccion de la Catedra sera la encargada de:

1. Elaborar y presentar a la Comisién Mixta, para su aprobacion, el Programa
Anual de Actividades de la Catedra.

2. Elaborar y presentar a la Comision Mixta, para su aprobacién, la Memoria

Anual de Actividades de la Catedra.

Coordinar y desarrollar las actividades establecidas en el Convenio.

Administrar los fondos de la Catedra.

Difundir las actividades de la Catedra.

La captacion de recursos y su administracion.

OO0k w

QUINTO. PERSONAL, RESPONSABILIDAD CIVIL

La Catedra, ademas del personal propio de la Universidad o de SOADCO S.L.
podra contar con personal propio encargado de funciones técnicas o
administrativas. La eventual contratacién de personal por la Catedra estara regida
por las condiciones generales de la Universidad de Granada y se hara a través de
contratos de obra o servicio. La contratacion de personal se incluird en la
programacion anual de la Catedra, a propuesta de su Direccion.

El personal de la empresa, al igual que el de la Universidad de Granada o el
contratado por la Catedra, contara con el oportuno seguro de responsabilidad civil
que cubra posibles responsabilidades en las actividades propias de la Catedra,
quedando ésta y la UGR exentas de toda responsabilidad.

SEXTO. INFRAESTRUCTURA

La Catedra podra contar con equipamiento propio de la Universidad o de la
Empresa destinado al desarrollo de sus actividades, asi como otros equipos
adquiridos ad hoc por la Catedra. En todos los casos, el material sera
oportunamente inventariado con indicacion expresa de su adscripcion a la
Universidad o a la Empresa.
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SEPTIMO. VIGENCIA

El presente Convenio entrara en vigor el mismo dia de su firma y tendra una
vigencia de dos afios naturales. A su vencimiento, quedara tacitamente prorrogado
por periodos adicionales de doce meses, siempre que la memoria de resultados
aprobada por la Comision Mixta asi lo aconseje y exista consignacion
presupuestaria.

OCTAVO. FINANCIACION

SOADCO S.L. financiara la Catedra con una cuantia igual o superior a los 40.000
euros. Correspondiendo esta cuantia a las partidas en metélico (no menos de
20.000 euros/afo) y en especie (material, pago de servicios...) dirigidos a financiar
gastos de investigacion, de publicacion, de gestion y becas de practicas de alumnos
de postgrado oficial colaboradores de la Catedra.

La Universidad de Granada ingresara el 10% de las cantidades abonadas cada afio
en metalico, en concepto de compensacion por la gestion y utilizacion de
infraestructuras de la Universidad. Estas cantidades tendran la consideracion de
costes indirectos a efectos de lo dispuesto en el articulo 31.9 de la Ley 38/2003, de
17 de noviembre, General de Subvenciones.

El abono por SOADCO S.L. de la cantidad dotada a la Catedra en metalico se
realizara dentro de los 60 dias naturales posteriores a la firma del Convenio
mediante transferencia bancaria a la cuenta de la Universidad de Granada:
ES48 0049/0004/95/2814499711.

NOVENO. IMAGEN

La UGR reconoce de forma expresa a SOADCO el derecho de difundir su
participacion en la Catedra resefiada. De forma Particular, SOADCO podra difundir
su colaboracién con la UGR en las actividades relacionadas con la Catedra de la
siguiente forma:

1. Presencia del logotipo de la Catedra/ UGR en sus comunicados

2. Web

3. Notas de prensa

DECIMO. INFORMACION PUBLICA

De conformidad con lo establecido en el articulo 8 b) de la Ley 19/29013, de 9 de
diciembre, de transparencia, acceso a la informacion publica y buen gobierno (BOE
num. 295 de 10.12.2013), la Universidad de Granada, en relacion con este
convenio, hara publica la informacién relativa a las partes firmantes, su objeto, su
vigencia, las obligaciones que asumen las partes, incluyendo las econdmicas, y

cualquier modificacion que se realice.
4
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DECIMOPRIMERO. MODIFICACION Y RESCISION

Las partes podran modificar el presente Convenio en cualquier momento por mutuo
acuerdo. Cualquiera de las partes podra denunciar el presente Convenio
comunicandolo por escrito a la otra parte con dos meses de antelacion a la fecha en
que vaya a darlo por terminado.

Si se denuncia o se modifica el Convenio, las partes se comprometen a finalizar las
actividades iniciadas en virtud de los compromisos adquiridos.

DECIMOSEGUNDO. POLITICA DE PRIVACIDAD
SOADCO acepta la siguiente politica de privacidad de la Universidad de Granada:

“De acuerdo con la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de
Datos de Caracter Personal, la Universidad de Granada, con domicilio en la
C/Cuesta del Hospicio s/n 18071 Granada, informa que los datos personales
aportados en este procedimiento seran incorporados a un fichero de nuestra
responsabilidad con la finalidad de gestionar su aportacion econémica al Plan de
Mecenazgo de la Universidad de Granada, asi como para la realizacion de
estadisticas. Al aceptar nuestra politica de proteccion de datos, usted acepta el
tratamiento de los mismos para los fines anteriormente expresados.

Finalmente, le informamos que los consentimientos anteriormente otorgados son
revocables y que podra ejercer en cualquier momento sus derechos de acceso,
rectificacion, oposicién y cancelacion mediante escrito dirigido a la Secretaria
General de esta Universidad, a la siguiente direccion y mediante el modelo
habilitado al efecto que se podra obtener en la Agencia Espafiola de Proteccion de
Datos o en la propia Secretaria General de la Universidad de Granada: Secretaria
General - Universidad de Granada- Cuesta del Hospicio s/n - 18071 Granada®“.

DECIMOTERCERO. JURISDICCION

La Universidad de Granada y SOADCO S.L. acuerdan que cualquier divergencia,
discrepancia o controversia que pudiera surgir con la interpretacion o ejecucion del
presente Convenio serd sometida a la jurisdiccion y competencia de los Tribunales
de la ciudad de Granada, renunciando de manera expresa a cualquier otro fuero
jurisdiccional que pudiera corresponderles.

Los representantes de ambas Instituciones firman el presente Convenio en dos
ejemplares originales, igualmente validos, y estampan en ellos sus respectivos
sellos en la fecha y lugar mencionados ut supra.
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NIVERSIDAD DE GRANADA Por SOADCO S.L.

tora General,

La Rectora,
Maria Pilar Aranda Ramirez Mercedes Roldan
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Abstract

Osseointegration of implants is conversely related to the generation of a fibrous tissue capsule around the implant by the host
environment. Although TGF-B1 plays many roles in regeneration processes, it is the cytokine to be mostly associated to the
production of fibrotic tissue and thus, its inhibition has demonstrated to be beneficial to prevent several fibrotic reactions.
Surface biofunctionalization enables the immobilization of biologically active molecules on an implant surface to tailor the
biological response of the host. Here, we studied in vitro biological effects of biofunctionalized CP-Ti surfaces with a TGF-
B1 inhibitor peptide, P144. A reliable biofunctionalization process that tethers P144 peptides to commercially pure titanium
was developed. Differentiation of human mesenchymal stem cells, osteoblasts and fibroblasts on P144-functionalized and
control surfaces was assessed at the gene expression and protein production levels. Results showed that P144-functionalized
surfaces reduced expression and production of fibrotic differentiation markers and increased osteoblastic differentiation
markers. Therefore, biofunctionalization of surfaces with TGF-f1 inhibitor peptides are an alternative promising strategy for
inducing osseointegration around medical devices and implants.
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1 Introduction

The transforming growth factor p (TGF-f) is a member of a
cytokine family that regulates the balance between cell mass
and extracellular matrix. Three isoforms of this cytokine
(TGF-B1, TGF-p2 and TGF-f3) are present in the extra-
cellular matrix and are expressed by stem cells. TGF-p
increases deposition of collagen and other proteins directly
stimulating the expression of the corresponding genes and
inhibiting the synthesis of collagenase [1, 2]. In chronic
hepatic inflammation, the secretion of TGF-p in the liver is
closely related to fibro genesis [3]. In bone, the most
abundant isoform of TGF-p is TGF-p1.

As for the regeneration of bone, there is considerable
controversy regarding the role of TGF-p. TGF-f1 has been
shown to promote osteoblast proliferation, but also to be an
inhibitor of alkaline phosphatase and osteoblast miner-
alization [4]. Although the effectiveness of TGF-B1 for
bone repair has been demonstrated in several animal studies
using either large (10-335pug) [5-7] or small doses
(0.3-1.0pg) [8, 9] of the cytokine, other studies have pro-
ven TGF-B1 to be ineffective and even detrimental to bone
regeneration [10—13]. Aspenberg et al. [10] placed titanium
implants in rat tibiae that had been treated with 1.33 or
1000 ng TGF-p1 and compared them with untreated con-
trols, obtaining a negative correlation between the amount
of administered TGF-f1 and bone formation. Nikolidakis
et al. [13] conducted a similar study inserting implants
loaded with 0.5 or 1 mg of TGF-B1 in goat femurs, and
obtained analogous results. Authors proposed that TGF-
B1 stimulates fibrotic reactions in bone healing just as it
does in other tissues. Similarly Tielinen et al. [11] inserted
bio-absorbable implants containing 50 pg of TGF-p1 in rat
distal femurs. After 3 weeks of implantation, histological
analysis showed a fibroblast-rich mesenchymal tissue
within the defects treated with TGF-f1. Finally, Ueda et al.
[12] demonstrated that a single dose of 0.1 pg of TGF-p1
was ineffective in promoting bone formation in rabbit cra-
nial defects after 6 weeks of implantation. In this case, rapid
diffusion of the growth factor was suggested as the most
plausible reason for this detrimental effect on bone
formation.

Endoosseous metallic implants are encapsulated by an
undesirable fibrous tissue layer with thickness that depends
on the virulence of the host reaction and micro-
displacements between the implant and the bone bed [14,
15]. This formation of the fibrous tissue layer may lead to
bad vascularization of periimplant tissues and thus, low
stability of the implant may occur. The inhibition of TGF-
B1 could, therefore, reduce the formation of fibrous tissue
around the implant and promote bone regeneration.

Borras-Cuesta et. al. have developed a series of peptides
that inhibit TGF-f activity [3], [16, 17] by blocking

@ Springer

interaction with cellular receptors, thereby preventing their
interaction with cells. These peptides have demonstrated
their beneficial effect by inhibiting fibrogenesis in cirrhotic
rat livers [3] and angiogenesis [17]. They have not yet been
evaluated in bone in vitro or in vivo, although unpublished
studies suggest beneficial effects on cartilage regeneration.
Specifically, P144 (NH2-TSLDASIIWAMMOQN-OH) is a
peptide derived from the TGF-p type III receptor found at
the cytoskeleton of multiple cell types. P144 interacts
with TGF-B1 in the region where the cytokine connects with
the cell receptor and blocks the cell signaling pathway
[3, 17, 18].

Our previous studies have demonstrated that other TGF-
f inhibitor peptides developed by Borras-Cuesta et. al.; i.e.:
P17, can be immobilized on synthetic substrates via sila-
nization and crosslinking. After immobilization, these
peptides retained their biological activity by reducing
SMAD?2 phosphorylation on TGF-p1 stimulated cells [19,
20]. Here we used P144 peptide due to higher solubility
than P17 on anhydrous solvents used for functionalization
and higher inhibition of TGF-p1 activity of P144 than P17.

The objective of this work was to study the fibroblast and
osteoblast differentiation response on commercially pure
titanium surfaces functionalized with a TGF-p1 inhibitor
peptide, P144. Covalent immobilization of the peptide was
accomplished via optimized silanization and crosslinking
methods [21].

2 Experimental
2.1 Materials

Bars of 10 mm in diameter of commercially pure titanium
grade 2 (Ti) were purchased from Daido Steel Co. (Nagoya,
Japan). 96% ethanol and acetone were purchased from
Panreac S.A (Barcelona, Spain). Sodium hydroxide
(NaOH), 2-propanol, anhydrous toluene, anhydrous cyclo-
hexane, 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES), malonic
acid (Mal), dimethyl formamide (DMF), N,N,N’,N’-Tetra-
methyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl) uronium hexafluoropho-
sphate (HBTU), N,N-Diisopropylethylamine (DIEA),
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), glycine, metha-
nol, sodium deoxycholate, Trizma base, Trizma hydro-
chloride, sodium dodecyl sulfate (SDS), Bovine Serum
Albumin (BSA) and Ponceau S solution were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Penicillin-
streptomycin, L-glutamine, phosphate-buffered saline
(PBS) and alpha minimum essential medium (a-MEM)
were purchased from Gibco Life technologies (New York
City, NY, USA). Protease inhibitor cocktail, rabbit-anti-
phospho-SMAD2 antibody and mouse-anti-rabbit perox-
idase coupled secondary antibody were purchased from Cell
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Signaling (Danvers, MA, USA). FITC-streptavidin con-
jugate was purchased from Anaspec (Fremont, CA, USA).
Chemiluminiscence detection kit Lumi-LightPLUS was
purchased from Roche GmbH, (Mannheim, Germany).
Acrylamide:Bis (29:1), ammonium persulfate (APS), tetra-
methylethylenediamine (TEMED), bromophenol blue and
dithiothreitol (DTT) were purchased from Bio-Rad (Her-
cules, CA, USA). Alkaline Phosphatase Assay Kit (Col-
orimetric) was purchased from Abcam (Cambridge, UK).
Osteocalcin Human Direct ELISA kit from Life Tech-
nologies (Carlsbad, CA,USA) was used to determine
osteocalcin production. To quantify total protein production
the BCA Protein Assay was purchased from Pierce (Wal-
tham, MA, USA). To determine gene expression, RNeasy®
Mini Kit, QuantiTect Reverse Transcription Kit and
QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit were purchased from
Qiagen (Hilden, Germany). Primers were purchased from
the Qiagen (Hilden, Germany) to amplify specific genes of
osteoblast and fibroblast differentiation (Table 1). Human
recombinant TGF-f1 was purchased from Prospec (Ness-
Ziona, Israel). MP144  (H-KGGGGGGTSLDASII-
WAMMOQN-OH) is a peptide derived from the
P144 sequence [3]. MP144 includes a lysine and 6 glycines
at the N-terminus of P144. The lysine enables direct reac-
tion with the linker to induce covalent tethering to the
modified surface. The glycines space the peptide from the
surface and thus are aimed to increase P144 molecular
interaction probabilities. Additionally, a biotinylated P144
peptide was used to determine the amount of peptide

Table 1 Primer DNA sequences used in the qPCR assay

Alpha-SMA mouse forward
Alpha-SMA mouse reverse
Beta-actin mouse forward
Beta-actin mouse reverse
ALP mouse forward

ALP mouse reverse
Osteocalcin mouse forward
Osteocalcin mouse reverse
RUNX2 mouse forward
RUNX2 mouse reverse
Collalphal mouse forward
Collalphal mouse reverse
MMP2 mouse forward
MMP2 mouse reverse
MMP3 mouse forward
MMP3 mouse reverse
MMP9 mouse forward
MMP9 mouse reverse
Fibronectin mouse forward

Fibronectin mouse reverse

5’-cccacccagagtggagaa-3’
5’-acatagctggagcagegtet-3’
5'-ctaaggccaaccgtgaaaag-3’
5’-accagaggcatacagggaca-3’
5’-cggatcctgaccaaaaacc-3’
5'-tcatgatgtccgtggtcaat-3’
5’-agactccggegctacctt-3’
5'-ctcgtcacaagcagggttaag-3’
5’-gcccaggcegtatttcaga-3’
5'-tgcctggcetcettettactgag-3’
5’-catgttcagctttgtggacct-3’
5'-gcagctgacttcagggatgt-3’
5'-taacctggatgecgtegt-3’
5'-ttcaggtaataagcacccttgaa-3’
5'-ttgttctttgatgcagtcage-3’
5'-gatttgcgccaaaagtge-3’
5’-acgacatagacggcatcca-3’
5'-gctgtggttcagttgtggtg-3'
5'-cggagagagtgcccctacta-3’
5'-cgatattggtgaatcgcaga-3’

anchored on the surface as well as its mechanical stability.
MP144 and biotinylated P144 were synthesized by solid-
phase peptide synthesis method [22] in an automatic APEX
396 multiple peptide synthesizer (AAPPTEC LLC) and
kindly furnished by Digna Biotech (Madrid, Spain).

3 Methods

3.1 Biofunctionalization of CP-Ti surfaces with TGF-b
inhibitor peptides

Functionalization of CP-Ti surfaces was attained by a 4 step
process [20]. The samples were first grinded with silicon
carbide and mirror polished (Ra<50nm) with alumina
suspensions (1 pm and 0.05 um mean size). After polishing,
the samples were washed 5 min by ultrasonication in
cyclohexane, isopropanol, distilled water and acetone. The
clean and polished CP-Ti samples were immersed in NaOH
Smol/l at 60 °C for 24h (Step 1) to form reactive —OH
groups on the surface. After etching, the samples were
immersed in distilled water during 30 min three times,
washed with acetone and dried with N, [23]. The surfaces
were then silanized (Step 2) by immersion in a 30 mM
APTES solution in anhydrous toluene at 70 °C during 1 h
with agitation and nitrogen atmosphere. After silanization,
the samples were sonicated in anhydrous toluene for 15 min
and washed with ethanol, isopropanol, distilled water and
acetone and dried with N,. Subsequently, tethering of a
chemical linker, malonic acid was performed (Step 3). To
do so, the silanized surfaces were treated by immersing
them into a dimethylformamide (DMF) solution containing
malonic acid (Mal) 10 mM, O-benzotriazole-N,N,N’ N’-
tetramethyl-uronium-hexafluoro-phosphate (HBTU) 30 mM
and di-isopropylethylamine (DIEA) 100 mM. The cross-
linker solution was used during 2h at room temperature
with agitation. Then the samples were washed in pure DMF
twice. Finally, covalent conjugation of oligopeptides (Step
4) on Ti surfaces was accomplished by immersing overnight
the treated Ti discs into a DMF solution containing 0.2 mM
of the MP144 peptide at room temperature. Finally, the
samples were washed with pure DMF and ethanol twice and
dried with Nj.

3.2 X ray photoelectron spectroscopy (XPS)

XPS analysis was conducted with a Quantum 2000 spec-
trometer (Physical Instruments, USA) using a mono-
chromated Al Ko beam of I mm spot size at 45° with
respect to the analyzed surface and a step size of 1eV
(4 scans/sample). Chemical composition was assessed using
CASA XPS v. 2.3.16 software (Teignmouth, UK). Two
replicas of each condition were analyzed.
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3.3 Mechanical stability of the coatings and
quantification of peptides

In order to visualize the peptide coatings, P144 peptides
containing a biotin molecule at the C-terminus were
immobilized on 3 replicas of the different CP-Ti surfaces
following the same previously-described protocol. After-
wards, the peptide-coated surfaces were immersed in 5 mg/
ml of streptavidin-FITC conjugate dissolved in 10 mM
phosphate buffer (PBS), 150 mM NaCl, pH 7.2, with 2%
BSA and 2 mM of sodium azide overnight and washed with
ethanol, isopropanol, water and acetone. Then, FITC-
labeled peptide-coated surfaces were washed with distilled
water and mechanically challenged by ultrasonication in
distilled water for 2h at room temperature. Fluorescence
visualization was performed after different times of ultra-
sonication and fluorescence intensity was evaluated by
means of Image J 1.47 v software.

To quantify the amount of peptide initially present on the
surface after functionalization samples with adsorbed FITC-
fluorescent peptides were immersed in NaOH 0.1 mol/l and
ultrasonicated for 3 h or until no fluorescence was detected
on the surface of each sample [21, 24-27]. Subsequently,
the NaOH solutions containing the released peptides were
collected and analyzed using a spectrofluorophotometer [25,
26] (Infinite® 200pro Nanoquant Microplate reader, Tecan,
Switzerland). The excitation and emission wavelengths
were set at 495 and 520 nm, respectively according to the
values for the FITC probe.

3.4 Western blot of p-SMAD2

MC3T3-El murine cells were cultured in a-MEM supple-
mented with 1% penicillin and 1% L-Glutamine. When the
necessary number of cells was reached, 500.000 cells were
transferred to 6 cm petri dish. After 24 h of cell adhesion,
serum free medium supplemented with 0.7 ng/ml of TGF-f1,
was added to the different CP-Ti surfaces with the adhered
cells and incubated at 37 °C for 30 min. Subsequently, the
medium was transferred to the cells and incubated at 37 °C
for 1 h. Then cells were lysed with RIPA buffer (50 mM Tris-
HCI, pH 7.6, 150 mM NaCl, 0.25% sodium deoxycholate,
0.1% SDS, 1 mM EDTA, plus protease inhibitors) and cen-
trifuged (12,000g, 10 min, 4 °C). Total protein of super-
natants was determined by the bicinchoninic acid assay and
equal amounts were size-fractionized in SDS-PAGE under
reducing conditions (100V, 40mA/gel), transferred to
nitrocellulose membrane (60 V; 4 °C, overnight) and stained
with Ponceau S solution. Membranes were blocked in TBS-T
buffer (0.9% NaCl, 0.02M Tris pH 7.5, 0.05% Tween-20,
5% BSA; 1h; RT) previous to incubation with rabbit-anti-
phospho SMAD?2 antibody (1:500). Detection was performed
with mouse-anti-rabbit peroxidase coupled secondary
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antibody in TBS-T buffer and an enhanced chemiluminis-
cence (ECL) kit. Bands were quantified with a digital image
analyzer (Quantity One Quantitation Software™; Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) on unsaturated X-ray films. Two ana-
lyses per sample were made.

3.5 Gene expression of fibroblasts and osteoblasts
on biofunctionalized surfaces

Gene expression by fibroblasts was determined using NIH/
3T3 cells. 40,000 cells were seeded at each well containing
the different CP-Ti surfaces. Tissue culture plastic (TCPS)
was used as control substrate. Experiments were conducted
in triplicate. Cells were cultured with D-MEM supple-
mented with 1% penicilin/streptomicin, 1% L-glutamine
and 0.5 ng/ml of TGF-f1. After one day of culture 10% of
FBS was added to the medium and the medium was
changed every day. Cells were harvested at days 1, 3 and 7
using RLT buffer from the Qiagen’s RNeAsy Kit.

Gene expression by osteoblasts was determined using
MC3T3-E1 cells. The culture media used was alpha-MEM
supplemented with 1% penicilin/streptomicin 1% L-
glutamine and 0.5 ng/ml of TGF-pl. Additionally, 10%
FBS and osteogenic factors (10 mM B-glycerol phosphate,
50 pg/ml ascorbic acid and 50 uM dexamethasone) were
added from the second day of culture. MC3T3-El cells
were harvested after 2, 7, 14 and 21 days of culture.

RNA from the different samples was extracted and pur-
ified. RNA to cDNA transcription was performed using
Qiagen’s RNeAsy Kit and QuantiTect Reverse Transcrip-
tion Kit, respectively, following manufacturers’ instruc-
tions. cDNA products were diluted to 1 ng/uL and used as
real-time quantitative polymerase chain reaction (RT-
qPCR) templates. 1 uM of the corresponding primers (Table
1) were added to the templates. SYBR Green RT-qPCR
analyses were carried out using the QuantiTect SYBR
Green RT-PCR Kit in a StepOnePlus real-time PCR ana-
lyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
Specificity of each RT-qPCR reaction was determined by
melting curve analysis. All samples were normalized by the
expression levels of f-actin (reference gene) and fold
changes were related to Control at the first day of harvest as
follows [28]:

EA Cuarget[Ti(sample—control)]
~ Ltarget 1
FC= EAC,eference [Ti(sample—control )] ( )
reference

where AC is the median value for the quantification cycle
for the triplicate of each sample and E is the amplification
efficiency, determined from the slope of the log-linear
portion of the calibration-curve, as

E—10[w] (2)
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3.6 Alkaline phosphatase (ALP) and osteocalcin
production (OC) of human mesenchymal stem
cells on biofunctionalized surfaces

ALP activity and OC production of human mesenchymal
stem cells on the differently treated CP-Ti surfaces were
assessed. Experiments were conducted in triplicate. Cells
were harvested after 7, 14, and 21 days in culture. 10,000
cells were seeded on each CP-Ti surface and cultured in
Advance-MEM with 1% penicilin/streptomicin, 1% L-glu-
tamine, 0.5ng/ml of TGF-f1 and osteogenic factors
(10 mM p-glycerol phosphate, 50 ug/ml ascorbic acid and
50 uM dexamethasone).

The measurement of ALP activity was performed using
the Alkaline Phosphatase Assay Kit (Colorimetric) following
manufacturer’s instruction. ALP quantification and the stan-
dard curve were determined using an Infinite 200 Pro spec-
trofluorophotometer  (Tecan, Minnedorf, Switzerland).
Similarly, OC production was determined using Osteocalcin
Human Direct ELISA kit (Invitrogen, Life Technologies,
Waltham, MA, USA) following manufacturer’s instructions.

4 Results

4.1 Fabrication and characterization of
biofunctionalized surfaces with coatings of
MP144 TGF-B inhibitor peptides

Peptide biofunctionalized CP-Ti surfaces were obtained
through a 4-step method using APTES as coupling agent
and malonic acid as crosslinker. Activation with NaOH was
conducted to generate abundant hydroxyl groups at the CP-
Ti surfaces. Immobilization of APTES was achieved
through hydrolysis of ethoxy groups and reaction with
hydroxyl groups present on the activated CP-Ti surfaces
forming Si—O-Ti and Si—O-Si bonds [29]. Malonic acid
and HBTU were then let to react with silanized surfaces to
obtain an amide bond between APTES and malonic acid
[21]. Finally, the covalent binding of the oligopeptide
MP144 is achieved by the covalent reaction of the peptide
amino groups with the free ester of the malonic acid on the

surface [21]. We presented further details of the functio-
nalization process elsewhere [20, 21].

In this work, XPS analysis was used to confirm the
proper functionalization process. After activation of CP-Ti
surfaces with NaOH an increase in sodium and oxygen was
detected due to the transformation of the titanium oxide
layer into a sodium titanate layer [30] and the formation of
hydroxyl groups on the surface (Table 2). After silanization,
an increase in nitrogen and silicon was detected indicating
the presence of APTES on the surface. After anchoring the
linker, the quantity of carbon increased suggesting the
presence of malonic acid on the surface. Finally, the pre-
sence of the MP144 peptide was confirmed by an increase
in carbon and nitrogen. Additionally, the O/Ti ratio
increased after each step of the functionalization process
indicating the increase of organic species on the surface
after each of steps of the peptide coating process.

The amount of peptide immobilized on the CP-Ti surface
was assessed by the quantification of fluorescent labeled
biotinylated P144 peptide. The total amount of peptide
obtained on functionalized surfaces was approx. 25 nmol/
cm®. Functionalized CP-Ti surfaces were mechanically
challenged by ultrasonication (Fig. 1). Surfaces missing one
of the 4 steps for functionalization lose most of the peptides
after 5h of ultrasonication. However, CP-Ti surfaces that
were peptide functionalized through the 4-step coating
process reached a stable level of peptide signal after 3 h of
ultrasonication. This suggests that after release of the
loosely bonded peptides, a significant amount of covalently

Mechanical stability (P144)
90 - moh
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Ti P144 TiNaOH P144  TiN APTES P144 TiN A Mal. P144

Fluorescence intensity (A.u)

Fig. 1 Values of fluorescence intensity of the biotin-labelled P144
peptide on the different Ti surfaces after different sonication times in
water

Table 2 Quantification by XPS

of elemental composition of Cls Cl2p Nls Nals Ols S2p Si2p Ti2p Total O/Ti

treated surfaces at each Plain Ti 167 04 07 01 573 00 05 244 1000 235

fabrication step and final MP144

coatings NaOH (St.1) 78 00 06 36 659 02 06 212 1000 3.1
APTES (St.2) 211 00 40 04 545 02 45 154 1000 3.54
Malonic a. (St3) 309 0.1 65 00 468 01 52 105 1000 445
MP144 (St.4) 31 00 71 00 428 01 60 78 1000 549
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bonded peptides was retained and mechanically stabilized
on these surfaces.

4.2 Effects of biofunctionalized surfaces on
osteoblasts and human mesenchymal stem cells

TGF-f signaling pathway involves the phosphorylation of
the receptor regulated SMADS (also called R-SMAD:s).
Specifically, TGF-pf1 signaling pathway is mediated by
SMAD?2 and SMAD3. When the TGF-p type 1 receptor
(TGF-BR1) is phosphorylated, then binds the corresponding
R-SMAD through the SMAD anchor for receptor activation
(SARA) [31] and phosphorylates the serine residue of R-
SMAD. Phosphorylation induces a conformational change
of the R-SMAD and its subsequent dissociation from the
receptor complex and SARA [32]. TGF-p1 inhibition cap-
ability of the developed surfaces was assessed by the
quantification of the relative levels of phosphorylated
SMAD2 on MC3T3-El cells by Western Blot (Fig. 2).
MP144 coated surfaces inhibited near 57% of p-SMAD2
production compared to the positive control group, which is
non-coated CP-Ti surface, indicating significant effects of
the surface coated peptide as TGF-P1 activity inhibitor.
Results also showed that exogenous administration of the
peptide at the concentration of 200 ug/ml had an even
stronger inhibiting effect. When exogenous TGF-f1 is not
administered to cells, the p-SMAD?2 signal has a base level
on MC3T3-El cells.

Cell adhesion and proliferation tests were performed on
MC3T3-El cells when seeded on the functionalized sur-
faces. No significant differences were found on the number
of adhered cells, cell morphology or cell proliferation with
respect to all other surfaces tested; i.e., non-coated and

100 - Control

o
2
S 80 A
v
[« R
S 60 - MP144 MP144 in
- solution
> J
a 40 No (control)
S TGF-p1
‘_‘5 20 A ﬁ
]
o

0 <

ansp G G G [-Actin

Fig. 2 Western blot for phospho-SMAD2 produced by MC3T3-El
pre-osteoblasts. TGF-f1 was administered to cells at a concentration of
0.7 ng/ml. Last column, MP144 was administered to cells in solution at
a concentration of 200 pg/ml. Sample without administration of exo-
genous TGF-B1 (no TGF-f1) was used as control background
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coated with molecules through the different steps of the
functionalization process (data not shown).

Figure 3 shows collagen type 1 (collalphal), runt-related
transcription factor 2 (RUNX2), alkaline phosphatase
(ALP) and osteocalcin (OC) gene expression by MC3T3-El
pre-osteoblasts cultured on the functionalized CP-Ti sur-
faces. Collagen is the earliest marker of osteoblastic dif-
ferentiation [33]. A collagen matrix is necessary for pre-
osteoblasts to differentiate into mature osteoblasts [34, 35].
The peak of collagen expression on control surfaces was
reached at 14 days of culture, whereas MP144 coated sur-
faces induced cells to peak collagen expression after 7 days
of culture. This result suggests that MP144 surfaces accel-
erated and notably increased collagen expression that could
enabled a premature osteoblastic differentiation.

RUNX2 is a transcription factor, essential for osteo-
blastic differentiation. The expression of RUNX2 is usually
shown at the early stages of differentiation just after col-
lagen expression [91]. The peak of RUNX2 expression was
invariably obtained at 14 days for all surfaces tested with
the highest levels on the functionalized MP144 surfaces.
Differences were statistically  significant between
MP144 surfaces and the two control groups.

Alkaline phosphatase (ALP) is one of the most common
osteoblast differentiation marker protein and has a stimu-
latory effect on calcium deposition in bone tissue [36, 37].
ALP expression increased over time with the highest values
obtained at day 21 of culture. The peak in ALP activity
in vitro is usually reached by this type of cells at earlier
culture periods, between days 10 and 14. The specific clone
of MC3T3-El used for this experiment is known to have a
delayed expression of ALP [38]. As for the previous mar-
kers at peak level for gene expression MP144 surfaces
induced the highest values of ALP expression. Differences
were not statistically significant among the different groups.

Osteocalcin (OC) is a specific marker protein for osteo-
blastic differentiation. It has many different functions rela-
ted to bone formation and it is expressed and produced at
late stages of osteoblast differentiation [39]. Again, OC
expression peaked at day 21 of culture on all tested surfaces
and the highest expression was determined for cells on the
MP144 coated surfaces.

Overall, these results suggest that pre-osteoblasts
increase gene expression of osteoblastic markers when
cultured on surfaces functionalized with TGF-p1 inhibitory
peptides.

Figure 4 shows ALP activity in cultures of human bone
marrow stem cells on control and MP144 coated surfaces.
ALP activity peaked after 14 days of culture in osteogenic
media. At this time, MP144 surfaces exhibited higher ALP
activity than non-coated CP-Ti surfaces. Osteocalcin pro-
duction by human bone marrow stem cells on these same
surfaces is shown in Fig. 5. OC production increased
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Fig. 3 Gene expression of
MC3T3-E1 pre-osteoblasts on
Ti surfaces with different surface
treatments (Blue:Ti, red: Ti +
APTES + Malonic acid, green:
Ti+ APTES + Malonic acid +
MP144) quantified by gRT-PCR
after 1, 3, and 7 days of cell
culture. Ratios of target genes
relative to housekeeping gene f3-
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Fig. 4 Alkaline phosphatase activity of human mesenchymal stem
cells seeded on Ti surfaces with different surface treatments after 7, 14
and 21 days of culture. *: indicates statistically significant differences
with respect to Ti at the same time of culture

continuously over culture time. The MP144 biofunctiona-
lized surfaces showed higher production of osteocalcin at
14 and 21 days compared to CP-Ti controls although not
statistically significant after 21 days of culture. These results
correlated with the findings on gene expression by MC3T3-
El cells confirming the effectiveness of the biofunctiona-
lized surfaces on promoting osteoblastic differentiation.

4.3 Effects of biofunctionalized surfaces on
fibroblasts

Figure 6 shows collagen type 1 (col 1 alpha 1), fibronectin
(FN), alpha smooth muscle actin and matrix metallopro-
teinases 2,3 and 9 (MMP2, MMP3 and MMP?9 respectively)

Culture time (days)

Osteocalcin activity

+
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0.005 W7 days
014 days

021 days

0.004 -
0.004 -
0.003
0.003 -
0.002
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i
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0.001 -

0.000 T
Glass (Control) Ti

Fig. 5 Osteocalcin production per cell by human mesenchymal stem
cells seeded on Ti surfaces with different surface treatments after 7, 14
and 21 days of culture. *: indicates statistically significant differences
with respect to Ti at the same time of culture

gene expression by NIH/3T3 fibroblasts cultured on the
functionalized CP-Ti surfaces. TGF-p1 stimulates the pro-
duction of collagen among other fibroblastic proteins like
alpha-SMA and fibronectin [40-42]. MP144-functionalized
CP-Ti surfaces continuously decrease collagen expression
over time, as opposed to control surfaces. This resulted in a
markedly decreased collagen expression on MP144 coated
surfaces after 7 days of fibroblast culture in comparison to
control surfaces. This result proves an inhibitory effect of
the MP144-functionalized surfaces on the expression of
collagen.

Alpha-smooth muscle actin (x-SMA) is a common
marker for myofibroblast formation [43, 44]. Alpha-SMA is
present in the contractile apparatus as well as in the fibrous
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Fig. 6 Gene expression of 3T3/ Fibronectin . Collalphal
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tissue [45]. Effects on a-SMA expression by fibroblasts on
MP144-coated surfaces were notably different than on
collagen expression. a-SMA expression on MP144-coated
surfaces was markedly increased at early times of cell cul-
ture but sharply decreased to significantly lower values than
on control surfaces after 7 days of culture.

Insoluble cellular fibronectin is a major component of the
extracellular matrix. It is secreted by various cells, primarily
fibroblasts, as a soluble protein dimer and is then assembled
into an insoluble matrix in a complex cell-mediated process
[46]. Fibronectin expression by fibroblasts showed similar
temporal evolution over time for controls surfaces with the
lowest expression after 3 days of cell culture. However, as
in the case of collagen expression, fibronectin expression
continuously decreased for cells on MP144-functionalized
surfaces which expressed the lowest values of all tested
groups after 7 days in culture.

Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of
enzymes that are secreted by connective tissue cells,
inflammatory phagocytes, and a number of different
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transformed cells. MMPs are responsible for normal turn-
over and remodeling of the extracellular matrix during
normal tissue regeneration and after injury healing by
breaking down most components in the extracellular matrix,
including collagen, laminin, fibronectin and elastin [47].
Matrix metalloproteinase-2, also known as gelatinase A,
readily digests the denatured collagens type I, II, and III
[48] and is related to certain bone diseases, such as osteo-
lysis and arthritis, when a mutation of the MMP-2 gene
occurs [49]. TGF-B1 can induce the expression of this
protein [50]. Matrix metalloproteinase-3 degrades collagen
types II, III, IV, IX, and X, proteoglycans, fibronectin,
laminin, and elastin. In addition, MMP-3 can also activate
other MMPs such as MMP-1, MMP-7, and MMP-9, ren-
dering MMP-3 crucial in connective tissue remodeling [51].
The enzyme is thought to be involved in wound repair,
progression of atherosclerosis, and tumor initiation. The
expression of MMP-3 is an indicator for myofibroblastic
activity and remodeling of the extracellular matrix. Matrix
metalloproteinase-9 degrades type IV and V collagens [52].
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Also, MMP-9 is related to inflammatory processes [53].
MP144-coated surfaces did not have significant effects on
the expression of all MMPs when compared to control
groups, except for a marked increase of MMP2 after 3 days
in culture. These results indicate that the functionalized
surfaces did not induce differentiated matrix remodeling
responses mediated by fibroblasts.

These results suggest that the MP144-functionalized
surfaces have a continuous inhibition of the fibroblast
activity that results in significant effects in comparison to
control surfaces after 7 days of culture.

5 Discussion

P144 is a TGF-P1 inhibitory peptide that inhibits the TGF-
B1 signaling pathway and reduces myocardial fibrosis in
spontaneously hypertensive rats [18]. P144 binds TGF-f1
blocking the interaction between TGF-B1 and the cell
receptors and, therefore, reduces production of type I col-
lagen and fibrotic reactions [3, 17]. Here, we immobilized
P144 on commercially pure titanium by covalent attach-
ment. The P144-functionalized surfaces promoted osteo-
blastic differentiation on mesenchymal stem cells and
reduced expression of fibroblastic markers on MC3T3-El
pre-osteoblast cells.

The MP144 biofunctional coatings on CP-Ti surfaces
hindered the expression of phosho-SMAD?2 and therefore,
inhibited the TGF-f1 signaling pathway. Results of gene
expression of relevant markers for osteoblast and fibroblast
differentiation further validated that the MP144 peptides on
CP-Ti surfaces downregulated gene expression related to
fibroblast activation and upregulated gene expression rela-
ted to osteoblasts differentiation.

APTES silanized CP-Ti surfaces treated with malonic
acid using HBTU readily reacted with primary amines in
the peptide sequence and produced a covalent bond between
the peptides and the linker, malonic acid. The stability of
the tethered peptides facilitated retention of the bioactive
coating after mechanical challenge and can also facilitate
sustained bioactive effect of the peptides over extended
periods of time. This fact in combination with the high
density of anchored peptides might account for the sig-
nificant inhibitor effect of the MP144 coatings on fibroblast
gene expression at the longest time of culture tested here.

MP144 functionalized surface showed general strong
osteoinductive effect that promoted the expression of all
osteoblastic differentiation markers. Also, osteoprogenitor
cells showed an increase in production of osteoblast dif-
ferentiation markers on MP144 coated surfaces in com-
parison to non-coated surfaces. TGF-f1 has been proven to
promote osteoblast differentiation in MC3T3 cells [50],
whereas some studies reported negative effects of using

exogenous TGF-f1 on the differentiation of osteoblasts [4,
54-56] and the improvement of osteoblastic differentiation
when this cytokine is inhibited [57]. Our results on ALP
activity and OC production by human mesenchymal stem
cells supported results found by others on effects on gene
expression by MC3T3 cells when studying the effect on
TGF-B1 and its inhibition [58-60]. We have previously
reported the use of coating made with the inhibitor peptide
MP17 [61]. MP144-coated CP-Ti surfaces induced differ-
entiation of osteoblast, as shown here, whereas MP17-
coated surfaces inhibited it (results not shown). The dif-
ferent effects of the two TGF-f1 inhibitor peptide coatings
on osteoblast response will be further studied.

Overall, these results demonstrated that the coatings with
TGF- Pl inhibitor MP144 peptide are preferential candi-
dates to be used in bone repair and regeneration applications
with the ultimate purpose of accelerating osseointegration
and improving the quality of interfacial interactions during
the process of healing and regeneration after implantation.

6 Conclusions

A new commercially pure titanium surface with capability
to inhibit TGF-f1 has been developed. The covalent
immobilization of P144 peptide was achieved by APTES-
Malonic acid route obtaining a mechanically stable surface.
The new surface is biocompatible and its capability to
inhibit TGF-P1 signaling pathway on MC3T3-El cells has
been proved. CP-Ti surfaces functionalized with P144
inhibit the long term fibroblastic differentiation and activity
and notably favored osteoblast and osteoprogenitor cell
differentiation.

The results proved that the coatings produced with
MP144 peptides are preferential candidates to be used in
bone repair and regeneration applications with the ultimate
purpose of accelerating osseointegration and improving the
quality of interfacial interactions during the process of
healing and regeneration after implantation.
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FIGURE 1. Scheme of the measurements for the calculations of Bone to implant contact (BIC), Bone Fraction
31 (BF) and Interthread Bone (IB).
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FIGURE 2. A, B and C: BS-SEM summative (stitched) images of the implants after 2 weeks of implantation.

A: Control group; B: P17-biofunctionalized group; C: P144-biofunctionalized group. D and E: Framed areas

in Figure 2A. D: White arrowheads: Howship’s lacunae. E: White arrowheads: Howship’s lacunae. *: cortical

bone. # osteon. F and G: framed areas in Figure 2B and 2C, respectively. F: White arrow: chondroid tissue
trabecula.
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FIGURE 3. A, B and C: BS-SEM summative (stitched) images of the implants after 4 weeks of implantation.
46 A: Control group; B: P17-biofunctionalized group; C: P144-biofunctionalized group. D and E: framed areas
47 in Figure 3A. D: periosteal reaction. White arrowheads: cementing line; E: Peri-implant new bone area.
48 White arrow: vascular channel; PC: preexisting cortical. F and G: framed areas in Figure 3B. H and I:
49 framed areas in Figure 3C. H: Periosteal reaction; I: Calcified tissues around the implant. White arrow:
50 lamellar bone around vascular channel.
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FIGURE 4. A, B and C: BS-SEM summative (stitched) images of the implants after 8 weeks of implantation.
A: Control group; B: P17-biofunctionalized group; C: P144-biofunctionalized group; D: framed area in Figure
4A; E: framed area in Figure 4B; F: framed area in Figure 4C.
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FIGURE 5. Results after 2 weeks of implantation A: Control group sample. Red arrow: vascular. is: implant
46 surface; B: P144 sample after 2 weeks of implantation. Red arrow: vascular channel; C: (20x magnification,
47 framed area in figure 5B). White arrowheads: radial branching of cortical vascular channels; red arrow:
48 orientation of peri-implant vascular channels; is: implant surface; e: erythrocytes within vessels of vascular
49 channels. D: (50x magnification). P144 biofunctionalized sample after 2 weeks of implantation. Black

50 arrows: lining cells; orange arrows: osteoblasts; white arrows, osteocyte lacunae.
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FIGURE 6. Results after 4 weeks of implantation. A and B Control sample. A: (10x) PC: preexisting cortical;
PR: periosteal reaction; PI: peri-implantary reaction. is: implant surface. B: (50x) vessel in the center of
image A. WB: woven bone; White arrow: newly deposited lamellar bone. Blue arrow: older, more calcified

cortical bone. C and D (10x) P17 biofunctionalized sample. C: periosteal reaction; ih: implant head; D: peri-
implant callus; is: implant surface. E and F: (10x) P144 biofunctionalized sample E: periosteal callus and

head of the implant; F: implant surface and alveolar bone. G: (20x, framed area in Fig 6D). P17
biofunctionalized sample. Abundant peri-implant vascular channels. New bone lamellae deposition in contact
with the implant surface (is). H (20x, framed area in Fig 6F): lamellar bone deposition (white arrows);
chondroid tissue (orange arrows).
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FIGURE 7. Results after 8 weeks of implantation. A and B Control sample. A: (10x) Calcified tissues around
46 the implant head. B: (50x) lining cells inside vascular channels. C, D and E P17 biofunctionalized sample. C:
47 (20x) metachromasia (purple hue) of the newly formed lamellar bone. D: (50x) vascular channels lined by
48 non-calcified bone matrix (orange). Arrows: cementing line. E: (50x) vascular channel concentrically lined
49 by non-calcified bone matrix (orange) and newly formed lamellar bone (purple). F and G P144

50 biofunctionalized sample. F: (10x) vascular channels around implant surface. G: (20x) vascular channels
oriented towards the implant surface (is); the different hues of the osseous tissues indicate active bone

remodelation.

53 250x303mm (150 x 150 DPI)

60 Clinical Oral Implants Research - Manuscript Copy



PNV AWN =

133

52

TN
J

Clinical Oral Implants Research - Manuscript Copy Page 8 of 37
Generalitat de Catalunya
Departament de Territori i Sostenibilitat
Direccio General
de Politiques Ambientals

RESOLUCIO

Assumpte: autoritzacié de procediment d’experimentacié num. 8890

Identificacié de I'expedient

Resolucié per a la realitzacié de procediments d'experimentacié sol-licitat pel centre Servei
de Granges i Camps Experimentals, a I'empara del Decret 214/1997, de 30 de juliol, pel
qual es regula la utilitzacié d'animals per a experimentacio i per a altres finalitats cientifiques.

Antecedents

1. El centre va presentar sol-licitud d'autoritzacié6 expressa per a l'execucid del
procediment d'experimentacié que es relaciona tot seguit, atés que en principi es
troba inclos en algun dels suposits establerts a l'article 34 del Decret 214/1997:

“Aplicacié quirargica de nous implants quirdrgico-dentals per avaluar-ne la
seva osteointegracio i resposta tisular en gos” 3 266

Investigador/a responsable: Jordi Franch Serracanta

2. La Comissi6 d'Experimentacié Animal, en la reuni6 feta el 10.05.2016 va informar
Favorablement la realitzaci6 d'aquest procediment d'experimentacio. '

Fonaments de dret

1. El Decret 214/1997, de 30 de juliol, pel qual es regula la utilitzacio d'animals per a
experimentaci6 i per a altres finalitats cientifiques, estableix que per a la realitzacié de
procediments d'experimentacid que es troben inclosos en algun dels suposits establerts al
seu article 34, es requereix autoritzacié expressa.

2. L'article 36 de l'esmentat Decret estableix que la Comissié d'Experimentacié Animal
emetra un informe sobre la realitzacié dels procediments que requereixen autoritzacio
expressa, que tindra caracter vinculant.

3. D'acord amb la llei 30/1992, de régim juridic de les administracions publiques i del
procediment administratiu comu, emeto la present

Doctor Roux, 80

08017 Barcelona ini g i

L eicokne Clinical Oral Implants Research - Manuscript Copy
Fax 93 280 33 20

http://territori.gencat.cat
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Resolucio

Per tant, resolc:

CONOULTL A~ WN =

9 1. Informar Favorablement la sol-licitud d’'autoritzaci6 expressa del procediment

d'experimentacié que es relaciona a continuacié, al qual se I'ha assignat el nimero
d’'ordre que segueix:

14 Titol: “Aplicacié quirirgica de nous implants quirargico-dentals per avaluar-ne
15 la seva osteointegracio i resposta tisular en gos”

17 Investigador/a responsable: Jordi Franch Serracanta
19 Num. ordre DAAM: 8890

21 2. S'autoritza la realitzacié d’aquest procediment d’experimentacié fins la data:
22 . 27.05.2018

24 3. ‘Aquesta autoritzacié no eximeix del compliment i disposicié d’altres autoritzacions,
d’acord amb la normativa sectorial vigent.

30 Contra aquesta resolucié que no exhaureix la via administrativa, es pot interposar recurs
31 d'alcada davant el director general de Politiques Ambientals en el termini d'un mes, a
32 comptar de 'endema de la notificacié d’aquesta resolucié, segons el que estableix I'article
33 114 de la Llei 30/1992, de 26 de novembre, de régim juridic de les administracions publiques
34 i del procediment administratiu comu.

37 El subdirector general de la Biodiversitat

iodiversitat

Jaume Vicens Perpinya— e

Barcelona, 27 de maig de 2016
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Osseointegration around dental implants biofunctionalized with TGFB-1 inhibitor peptides:

an in vivo study in beagle dogs.

Cirera A.*, Manzanares MC., Sevilla P., Franch J., Gil J., Galindo-Moreno P.

Abstract:

Objetives: The aim of this study was to evaluate the effect on osseointegration of

biofunctionalization with two TGF-B1 inhibitor peptides, P17 and P144, on dental implants.

Material and methods: Three groups of implants (VEGA, Klockner®) with 3,5x8mm internal
connection were used: (1) control (n=12), (2) biofunctionalized with P17 peptide inhibitor
(n=12), (3) biofunctionalized with P144 peptide (n=12). Three implants were inserted in both
hemimandibles of 6 beagle dogs 2 months after tooth extraction. Two animals were sacrificed
2, 4 and 8 weeks post implant insertion, respectively. The samples were submitted to
Backscattering Scanning Electron Microscopy (BS-BS-SEM) and histological analysis.
Histomorphometrical analyses: Bone to implant contact (BIC), Peri-implant bone fraction (BF)

and IB (interthread bone) were carried out.

Results: Blood vessels within vascular channels and osseous cells and tissues are present since
early times of healing in the biofunctionalized implants. The surface biofunctionalization
maintains a stable peri-implant membranous bone formation through the experiment
timeline. Better results in the experimental groups were proven both by the quantitative and

the qualitative analysis.

Conclusion: Surface biofunctionalization results in better quantitative and qualitative
parameters of implant’s osseointegration. The peptide biofunctionalization may shorten the

healing period of dental implants.

KEYWORDS: osseointegration; biofunctionalization; histomorphometric analysis, scanning

electron microscopy, TGF-B1, dental implant

RUNNING TITLE: Osseointegration of biofunctionalized implants

*Corresponding author: Andrea Cirera Estadella; Campus Universitario de Cartuja 18071
Granada, ES; andreacirera@gmail.com, +34690378320.
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Introduction

During the osseointegration process, inflammatory and immune responses are generated
(Cornelini et al. 2003). In early healing time, dental implants can be encapsulated by a fibrotic
tissue layer, which thickness depends on the host reaction and micro-displacements between
the implant and bone (Schiller et al. 2004; Dotor et al. 2007).

The topography of dental implants has been identified as an important factor affecting the
osseointegration (Vlacic-Zischke et al. 2011). A molecular view of the kinetics of
osseointegration reports the elements responsible for orchestrating cell migration,
extracellular matrix deposition and maturation, angiogenesis, bone formation and remodeling
at the bone-implant interface (Biguetti et al. 2018). Implant surface roughness and
microtexture can affect the collagen fiber organization at the peri-implant bone because they
are able to modify the cell architecture and function by increasing cell metabolism, phenotype
expression and cell orientation (Anselme et al. 2000; Davidson et al, 2009).

When analyzing failed implants, an increased TGF-B1 (Transforming growth factor beta 1)
expression in the peri-implant tissues has been found. (Cornelini et al. 2003). It has been
suggested that it is the central mediator of the fibrotic response. (Santiago et al. 2005). On the
other hand, TGF-B superfamily members play a main role in tissue repair and bone remodeling
(Branton & Kopp 1999). TGF-B1 is involved in the control of proliferation, migration,
differentiation and survival of different kind of cells. It has a major role on embryogenesis,
angiogenesis and inflammation. In skeletal tissue, TGF-B1 is involved in the development and
maintenance of cartilage and bone (Janssens et al. 2005).

However, the exact role of TGF-B as a promotor or inhibitor in the inflammatory response
remains unclear (Gonzalo-Gil & Galindo-lzquierdo 2014). TGF-f1 can stimulate the
proliferation of fibroblasts and epitelial cells derived from mesenchymalcells (Sporn & Roberts
1992). It also increments the expression of integrins and receptors that modulate the cell
interactions with proteins of the extracellular matrix (Barnard et al. 1990).

The inhibition of TGF-B1 can be a strategy to either stop the adverse effects of the fibrotic
capsule production around dental implants or accelerate the osteoblast and osteoclasts
activities and therefore osseointegration (Filvaroff et al. 1999; Shen et al. 2007) thus reducing

healing time.

Recently, our group developed a biofunctionalized surface for titanium dental implants with
TGF-B1 inhibitor peptides, P17 and P144. These peptides block the interaction of TGF-B1 with

its receptor and, therefore, cells interaction (Ezquerro et al. 2003; Vicent et al. 2008; Serrati et
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al. 2009). The in vitro results of this modification of the implant surface notably favored
osteoblast and osteoprogenitor cell differentiation (Sevilla et al. 2018). In addition, in vitro
studies in MC3T3-E1 stem cells performed by our group showed improvement of the quality of

interfacial interactions during the healing process (Sevilla et al. 2017).

The aim of this study was to evaluate the effect on the osseointegration of dental implants of

its biofunctionalization with two types of TGF-B1 inhibitor peptide, P17 and P144.

Material and methods

Description of the implant types and surfaces

Three groups of implants (VEGA, Klockner®) with 3,5x8mm internal connection were used.
Group 1 was the control group (n=12); Group 2 implants (n=12), were biofunctionalized with

P17 peptide inhibitor, while Group 3 (n=12) were biofunctionalized with P144 peptide.

Implant biofunctionalization process

Dimethylformamide, NaOH, 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES), malonic acid, N,N,N’,N’-
tetramethyl-O-(1H-benzotriazol-1-yl) uronium hexafluorophosphate (HBTU), isopropanol, N,N-
diisopropylethylamine (DIEA) and Kaiser Test Kit were purchased from Sigma-Aldrich S(t. Louis,
MO, USA).

Acetone, ethanol and anhydrous toluene were acquired from Panreac S.A, (Barcelona, Spain).

P17 and P144 peptides were synthesized by solid-phase peptide synthesis method (Lloyd-
Williams et al. 1997) in an automatic APEX 396 multiple peptide synthesizer (AAPPTEC LLC) and
kindly furnished by Digna Biotech (Madrid, Spain) in lyophilized state. The peptides were
dissolved in Dimethyl formamide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) at a concentration of 0.2

mmol/I.

In order to anchor the peptides on the implants surface, the implants were submitted to a 4
steps process (Sevilla et al. 2011, 2017). Initially, implants were immersed in NaOH 5 mol/I at
602C during 24 hours (Step 1) to form a high amount of OH groups on the Ti surface. After
activation, the implants were washed in distilled water during 30 minutes three times, rinsed
with acetone and dried with N, (Gil et al. 2002). After activation, the implants were silanized
(step 2) by immersing it in a 30 mmol/l APTES solution in anhydrous toluene at 702C during 1h
with agitation and nitrogen atmosphere. Subsequently, the implants were sonicated in

anhydrous toluene for 15 minutes and washed with ethanol, isopropanol, distilled water and
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acetone and dried with N,. Step 3 consisted on anchoring a crosslinker (malonic acid) on the
APTES silanized surfaces immersing the implants in a dimethylformamide solution containing
malonic acid 10 mM, O-benzotriazole-N,N,N’,N’-tetramethyl-uronium-hexafluoro-phosphate
(HBTU) 30 mM and di-isopropylethylamine (DIEA) 100 mM during 2 h at room temperature
with agitation. Then, the samples were washed in pure dimethylformamide twice. Finally,
immobilization of P17 and P144 of oligopeptides (Step 4) on Ti surfaces was accomplished by
immersing overnight the treated implants into a DMF solution containing 0.2 mmol/I of the
P17 or P144 peptide at room temperature. Finally, the samples were washed with pure DMF
and ethanol twice and dried with N,. The presence of the peptides on the implants surface was
confirmed by the performance of Kaiser Test on extra implants treated in the same batches.

The implants were then stored in dry conditions for subsequent sterilization and implantation.

Immediately prior implantation samples were sterilized by immersion in ethanol 70% during 10

minutes and rinsed in sterile PBS thrice.
Animal model and animal selection criteria

6 one-year-old male beagle dogs (body weight 12-15kg) were used for this study. The study
was approved by the Local Ethical Committee (CEEHA 3256 DMAH 8890) and all animal
procedures were performed under the European Community Guidelines (Directive
2010/63/EU). Prior to surgery, animals were acclimatized to the local environment for 2

weeks.

Surgical procedures

All experimental surgeries were performed at the Hospital Clinic Veterinari of the Universitat

Autonoma de Barcelona (Barcelona, Spain).

For surgical procedure, dogs were preanesthetized using an intramuscular injection of
medetomidine and methadone. Anaesthesia was induced by intravenous injection of propofol
and diazepam and maintained with inhaled isoflorane in an oxygen carrier. During surgery, all
animals received an intravenous saline isotonic solution and intravenous injection of cefazolin.
Local dental anaesthesia was achieved with articaine 4% 1:100.000 epinephrine infiltrative

technique at the site of extractions and surgery in mandibles.

Extractions of first, second and third premolar (P1, P2, P3) of each hemimandible were carried

out two months before the surgical implantation following an atraumatic technique.
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Two months after extractions, implants were inserted in the mandible of the beagle dogs with
a crestal technique and a cover screw was placed. Each animal received 6 implants, three at
each hemimandible. Flap margins were adapted using a tension-free sutured with

bioresorbable polyglactin 910-Vycril©4/0. X-Rays were done after every surgery.

Immediately after surgery, all animals received subcutaneously a prophylactic long-acting

antibiotic (cefovecin) and pain relief (methadone and meloxicam).

During the postoperative period, a non-steroidal anti-inflammatory drug was given

subcutaneously to the animals for 7 days to prevent pain and inflammation.

Two animals were euthanized at 2, 4 and 8 weeks post-implantation, by an intravenous
injection of an overdose of pentobarbital sodium. A pre-euthanasia sedation of medetomidine

was used for animal welfare reasons.

Histology and sample preparation

All samples were processed following the same protocol (Barba et al. 2017). To preserve
tissues, mandibles were immediately immersed in a 10% formalin solution (pH=7) for three
weeks. Afterwards, the jaws were dehydrated by immersion in aqueous solutions with
increasing ethanol concentrations (30%, 50%, 70% 96% and twice 100%). One totally
dehydrated, samples were embedded in MMA resin Technovit 7200 VLC (Kulzer-Heraus,
Germany) by immersion in with increasing resin concentrations (30%, 50%, 75% and 100%),

using benzoic peroxide as initiator.

Then, resin polymerization was carried out with a photopolymerization unit EXAKT 520 (Exakt,
Germany), during 12h with white light and 12h with UV light. After polymerization process,
samples were stored in a heater (372C) for evaporating resin vapors and cut in coronal sections
using an irrigated diamond saw EXAKT 300 (Exakt). All samples were polished in a grinding
machine EXAKT 400 CS (Exakt). One half of all samples were processed for scanning electron

microscopy (BS-SEM) while the other halves were reserved for optical microscopy.

The blocks destined to scanning electron microscopy (BS-SEM) were polished with SiC abrasive
papers with different index mesh (P800, P1200 and P4000) and coated with carbon sputtering

to be observed.

The samples selected to be submitted to optical microscopy were sectioned and polished using
the same SiC papers until obtaining a 50um thickness, and then stained with Masson-Goldner

Thricrome’s.
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Image acquisition and Quantification
BS-SEM observation was carried out by a Neon® 40 FIB/BS-SEM equipment (Zeiss, Germany).

All specimens were carbon coated to be examined by Backscattered BS-SEM two days before
in a heater. The conditions of BS-SEM were 15kV, 8mm working distance, 250x magnification
and 1024x678 resolution. An average of forty images per sample was obtained and an
automatic stitching procedure was carried out to obtain a whole image of the implant at high

resolution.

Quantification was carried out with Photoshop (Adobe Systems, USA) and Imagel (NIH,
National Institutes of Health) for measurements of Bone to implant contact (BIC), Peri-implant
bone fraction (BF) and IB (Interthread bone) (Cardoso et al. 2014; Manresa et al. 2014). BIC (%)
is defined as the percentage of the implant border line where there is direct bone contact
without intervening tissues. In our analysis (Figure 1) BF (%) is defined as the percentage area
of bone tissues within a rectangular area region (1,5x2 mm) situated 2 mm from the axis of the
implant. Interthread Bone (IB) is the percentage area of the bone tissues situated between the

threads of the implant.

Based on BS-SEM findings and histomorphometrical analysis, some samples were selected for
the staining procedure and the optical microscopy observation in order to complement data

with histological analysis.

A stitching procedure (x5, Nikon E600 Nikon, Japan) was made to obtain an image of the whole
sample to guide the histological analysis (data not shown). Samples were observed at higher
magnifications (10x, 20x, 50x) for tissue qualitative analysis and cell identification (Leica DMD

108, Leica Microsistemas S.L.U., Spain).
Statistical analysis

BIC, BF and Interthread Bone measurements were calculated for the implants in test and
control groups. To determine statistically significant differences among groups, Minitab™ 16

Statistical Software was used.

The postoperative healing was uneventful and peri-implant mucosa appeared to be clinically
healthy. Three implants of the same dog were lost due to parafunctional mastication, and a
sample had to be excluded of the histomorphometric analysis because of the loss of the

implant during the manipulation of the sample. A total of 32 implants were analyzed.
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Results

Table 1A shows results of BIC (%) around implants. P144-functionalized implant groups have
the highest BIC values at 2 weeks, while at 4 weeks BIC appears to diminish and remains stable
until 8 weeks. The increase is remarkable in the P17-group, as it doubles the BIC values with
respect to control group 4 weeks after implant insertion and seems to maintain these values
until the 8™ week. The values of P17-group at eight weeks show significant differences with

respect to both control group (*) and with P17 (+) at 2 weeks.

Table 1B shows percentages of bone formation in an area around the implant. Two weeks
after implantation, implants biofunctionalized with P17 an P144 peptides show more bone
formation with respect to control group. This increase is even higher at 4 (*) and 8 (**) weeks
in the P17-implants, becoming the group with more bone formation, the differences being

significant only with respect to control group at 2 weeks of implantation (p value <0.05).

Four weeks after insertion, there is almost the same bone formation at P144-biofunctionalized
implant and control group, and it is slightly higher at eight weeks for P144, although no

significant differences in these values have been found.

The results of the osseous tissues area found between the implant threads (IB) are showed in
Table 1C. At two weeks, both experimental groups show a higher percentage of IB, P17
doubling respect control group and P144 being significantly triple (*). 4 and 8 weeks after
implantation, control group also increments the interthread bone formation. However, the
highest 1B, both at 4 and at 8 weeks is shown by P17-biofunctionalized implants; the difference
between the increase at 2 and 8 weeks is statistically significant (+). Implants treated with
P144 show an apparent descent of osseointegration between 2 and 4 weeks followed by a

non-significant increment at eight weeks.

Significant differences have been found at the end of the experiment in the P17 group with
respect to control group at 2 weeks (#). In a similar manner, significant differences between

P144 values at eight weeks and control at 2 weeks have been found (**).
Backscattering electron microscopy analysis

Two weeks after implantation, the calcified tissues surrounding the implants revealed by the
backscattered electron microscopy analysis are coherent with the numerical analysis

presented in Tables 1A, B and C. The control group implants are surrounded at a distance by
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sparse, thin, calcified trabeculae, thus explaining the slight differences found in the BIC
measurements of the three groups. The number of trabeculae surrounding the implant surface
as well as the area of the calcified tissues linking the preexisting cortical bone with the
implants are increased in the two biofunctionalized groups, in accordance respectively the BF
and the IB biomorphometric results. The slight difference in the BIC of the P144 group seem to

be justified by the more numerous contact points between implant and bone visible in Fig 2C.

Two weeks after implantation, control group (Figure 2A) show evidences of a high osteoclastic
activity, revealed by numerous Howship’s lacunae in the bone surfaces in front of the implant
surface (arrowheads in Fig 2D). There are also Howship’s lacunae (arrowheads in Fig 2E)
eroding the inner surface of the vascular channels, both the ones present in the remodelled
bone osteons (#) of the osteonal preexisting cortical bone (*) and the ones situated in parallel

around the implant surface.

Around the implants biofunctionalized with P17 peptide, chondroid tissue trabeculae are seen
in a very initial phase linking the remodelling bone surface area with the implant surface
(white arrow in Fig 2F). Figure 2G (corresponding to a sample biofunctionalized with P144)
shows that the preexisting cortical bone in contact with the implant active surface is being
actively remodeled: osteoclastic activity proven by Howship’s lacunae visible within the
osteonal vascular channels appears simultaneously with evidence of new lamellar bone

apposition.

Four weeks after implantation, periosteal reaction as well as osteoclastic activity are evident in
all groups (Fig 3, A, B and C), albeit in different degrees. New bone formation is seen in the
calcified tissues surrounding the implant surface, where vascular channels are parallel to the
implant surface. The preexisting cortical area shows evidence of an intense remodelation

process, with enlarged osteonal channels and new concentric lamellar bone apposition within.

The periosteal reaction on control samples is shown in Figure 3D. The preexisting cortical is
clearer, and separated by the cementing line (white arrowheads) from the new, less mature
calcified tissues constituting the periosteal and the peri-implant reactions. The vascular
channels within the newly formed tissues are larger that the ones in the cortical, despite being
lined by newly deposited lamellar bone. Figure 3E shows a new bone area where a vessel is
connecting the preexisting osseous cortical tissue with the new, less mature osseous tissues
formed adjacent to the implant (white arrow). The primary stability is established by the direct
contact between the implant and the newly formed bone, with large vascular channels and

active remodeling visible by the lamellar bone lining them.
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In contrast, after 4 weeks, implants biofunctionalized with P17 peptide show a more advanced
stage of new bone formation. Figures 3F and G show plenty of vascular channels that originate
from the bone cortical advancing to the new osseous tissues connecting the cortical with the
periosteal reaction as well as around the implant. Both the new tissues that surround the
implant surface (left) and the periosteal reaction (right) show abundant vascular channels. The
periosteal reaction (Fig 3F) is constituted by chondroid tissue trabeculae, with characteristic
irregular, confluent, big cell lacunae lined by lamellar bone apposition. The preexisting cortical,
(Fig 3G) constituted by haversian, regular osteonal bone, is clearer, shows smaller osteonal
channels than both the peri-implant reaction (left) and the periosteal reaction (right) and

appears fractured, a frequent artifact due to the BS-SEM vacuum.

The sample selected from the group of implants biofunctionalized with P144 peptide at four
weeks shows a highly active periosteal reaction with large vascular spaces surrounding the
implant neck. The more abundant calcified tissue here is chondroid, evident by its numerous,
irregular, confluent cell lacunae and channels containing fibers embedded in a highly calcified
extracellular matrix. Lamellar bone, with regularly oriented elongated cell lacunae within a less
calcified, sparse extracellular matrix, surrounds the vascular channels. Those connect the
cortical with the new tissues formed both around the periosteal reaction (Fig 3H) and the

implant (Fig 3I).

Eight weeks after implantation there is a general increase of the osseointegration in all study
groups, as shown by the BIC data. Backscattered electron microscopy analysis reveals more
compact bone architecture around the titanium surface. Vascular channels appear thinner.
Around the implants biofunctionalized with P17, the amount of calcified tissue is higher,

further confirming the BIC data.

Control group shows a compact bone structure around the titanium surface. Vascular
channels, still parallel to the surface of the implant, show a dense lining by lamellar bone,

substituting the oldest woven bone trabeculae. (Figures 4A and D).

In P17-biofunctionalized implants (Fig 4B; Fig E), vascular channels are lined by more bone
lamellae. Lamellar bone surrounds sparse and isolated woven bone areas, thus proving that
the remodelation process of the preexisting cortical has progressed, and that the

osseointegration is constituted by more mature bone tissue.

All around the P17-biofunctionalized implants successive layers of bone appear lining the

vascular channels. In the same sample, around the implant surface, these layers could appear
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as concentric, haversian lines around a vascular channel that follows the original cortical
orientation (Fig 4E), or as lamellar bone apposition lining the new bone area vessels around

the implant surface.

In the implants biofunctionalized with P144 peptide 8 weeks after implantation, a clear, almost
continuous cementing line is visible, separating the preexisting cortical (right) from the newly
formed bone facing the implant surface (Fig 4F). Laminar bone deposition is evident lining the
peri-implantary vascular spaces. In the preexisting cortical, numerous remodeled osteons are
visible within the compact bone. Howship’s lacunae, evidence of osteoclastic activity is evident
in the cortical outer surface. The lamellar bone apposition lining the vascular spaces around

the implant as well as in the cortical is less dense than in the other biofunctionalized surfaces.

Histological analysis

At two weeks, both in the control group (Fig 5A) and in the biofunctionalized with P144 (Fig
5B) samples, numerous vascular spaces are found around the surface of the implants. A similar
reaction with numerous vessels is evident at the bone periosteal surfaces as well as at the
preexistent cortical bone structures. All those vascular spaces are interconnected. In Figures
5A and B red arrows mark the vascular channels connecting the preexisting cortical to the

subperiosteal reaction and to the peri-implant callus, respectively.

The neovascularization channels connecting the subperiosteal bone, the preexisting cortical
bone and the osseous tissues surrounding the implant surface are found in most samples of

the three experimental groups.

Figure 5C (20x) shows the different orientation of the radial branching (white arrowheads) of
the preexisting cortical vascular channels with respect to the peri-implant vascular channels
(red arrows), that appear to advance running in parallel to the implant metal surface (is). The
orange hue lining the vascular channels corresponds to non-calcified extracellular bone matrix.

Erythrocytes (e) are visible within the vessels of the vascular channels.

Lining cells (preosteoblasts) can be observed surrounding the inner border of the vascular
channels (black arrows in Fig 5D), while osteoblasts (orange arrows in Fig 5D), are visible
within the newly deposited, still non-calcified osteoid lamellae, stained in orange. Once
ossified, the lamellae staining turns to dark green and the osteoblasts (white arrows in Fig 5D),

become osteocytes, within characteristic long, ellipsoid, osteocyte lacunae.
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Four weeks after implantation, control samples show a more mature aspect of the trabecular
tissues constituting the periosteal reaction as well as of the trabeculae constituting the peri-
implantary callus around the implant (Fig 6A). Woven bone and lamellar bone apposition are
visible around the vascular channels, still connecting the different zones of the mandibular

bone (Fig 6B).

Figure 6A shows the preexisting cortical bone (PC) as a solid, linear bone wall between the
highly vascularized trabecular structures of the periosteal reaction (PR) and of the peri-implant
callus reaction (Pl). New linear apposition is progressing within the vascular channels
connecting the three structures, made evident by the concentric lines of osteoblasts and
osteocytes in the increasingly mineralized lamellar bone matrix around the vascular channels.
In a higher magnification, Figure 6B shows concentric layers of new linear apposition of
clearer, less mineralized bone matrix (white arrow) surrounded by older, darker, more calcified

bone matrix (blue arrow). Remnants of the initial woven bone (WB) formation are still present.

Similarly, a dense mesh of trabeculae originated in the periosteal reaction cover the head of
the implant biofunctionalized with P17 peptide (Figure 6C); at the same time, dense trabeculae

continue the preexisting cortical to surround the implant surface.

In the samples containing the implants biofunctionalized with P144 peptide at four weeks,
both the periosteal reaction in the periosteal callus are less advanced than in the P17. The
distance between the osseous structure and the implant is notable, both at the level of the
implant head (Fig 6E) and in the alveolar bone around the active surfaces of the implant (Fig

6F).

The bigger magnification image of P17-peptide group shows numerous lining cells present in
all the vascular channels. The sparse non-calcified bone matrix deposition is stained with
orange color, while the new bone lamellae connect the preexisting cortical bone with the

trabeculae in contact with the implant surface (is) (Fig 6G).

The histological analysis of the tissues of the trabeculae evidences the presence of chondroid
tissue and llamellar bone in the alveolar bone around the implant of the P144 sample. The
characteristics of chondroid tissue are visible: numerous, irregular, confluent cell lacunae with
a sparse line of non-calcified extracellular matrix around (orange arrows in Fig 6H). An irregular
deposit of calcified matrix to which numerous fibers are attached surrounds the cell lacunae
clusters (white arrows in Fig 6H). Lamellar bone apposition is also visible continuing the

vascular channel’s wall, near the cortical surface.
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Eight weeks after implantation, the control group shows a more mature aspect of the
deposited tissues. Vascular channels appear more densely lined with successive layers of

lamellar bone apposition (Figures 7 A and B).

P17 biofunctionalized group histologies show after eight weeks similar images of numerous
vascular chanels surrounded by lamellar bone tissue. However, the staining reveals an intense
remodellation process experienced by the preexisting cortical of the alveolar bone as well as
the peri-implant newly deposited bone. Figure 7C (20x) shows the metachromasia due to the
recently deposited collagen of the lamellar bone, not only in the haversian osteons of the
cortical near the implant surface but also in the lamellae that continue the cortical to cover the
head of the implant, thus proving that the vascular channels present an intense activity. The
higher magnifications show a stable active deposit of new lamellar bone, proven by the dense
layer of non-calcified matrix surrounding the vascular channels and by the numerous cells
lining its internal diameter and the vessels within (Figure 7D and E) . Cementing lines
delimitate the preexisting cortical lamellar bone from the haversian bone active apposition

around the blood vessels.

Implants biofunctionalized with P144 after 8 weeks of implantation show dense, continuous
trabeculae of mature bone tissue. However, the presence of numerous, vascular channels still
connecting the periosteal reaction with the cortical and the peri-implant bone evidences that
the remodellation has not advanced at the same rythm than in the P17 samples (Figure 7F).
The diameter of the vascular channels differs between the newly formed bone and the
preexisting cortical bone and at bigger magnification the signs of an active perivascular deposit

of non-calcified extracellular matrix leading to lamellar bone apposition are scarce (Figure 7G).

Discussion

The main objective of this investigation was to compare the effects on the peri-implant bone
response of the biofunctionalized titanium dental implants with respect to non-
biofunctionalized dental implants. To mimic the clinical situation, the implants were placed in
extraction sites of the mandibular premolar area of beagle dogs eight weeks after the teeth

extration.

TGF-B1 has significant effects on the regulation during inflammatory processes and has been

related to cellular processes for wound healing (Cornelini et al. 2003). Different in vivo studies
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reported a negative correlation between the presence of TGF-B1 and bone formation
(Aspenberg et al. 1996; Tieline et al. 2002), while other in vivo results showed that insertion of
dental implants with added TGF-B1 resulted in the formation of a fibrotic layer around the
surface (Nikolidakis et al. 2009). More recently, however, (Takeuchi et al. 2010) proved in vitro
that TGF-B1 suppresed the osteoblastic differentation of bone marrow cells, while its inhibition
released the stromal cells from their differentiation arrest, facilitating the formation of
terminally differentiated osteoblasts . That lead our group to explore the biofunctionalization
of titanium dental implants with TGF-B1 inhibitor peptides, that resulted in accelerating the

osteoprogenitor cell differentiation in vitro (Sevilla et al. 2018).

There has been considerable variation in the experimental models and methods applied to the
analysis of the implant’s osseointegration. The previously cited in vivo experiments
(Aspenberg et al. 1996; Tieline et al, 2002) where carried out using rats, while (Nikolidakis et
al. 2009) used goats as the animal model. Our group (Godoy-Gallardo et al. 2016; Barba et al.
2017); (Gallardo-Calero et al, in press) has experience in the dog as experimental animal. The
histomorphometric similarity of beagle and human bone has been reported (Arisan et al. 2010;
Schmitt et al. 2016; Chang et al. 2016), even when there is a considerable variability in the
methods used to measure the contact between the osseous tissues and the profile of the

implants (Aparicio et al. 2011; Vivan Cardoso et al. 2013;Cardoso et al. 2014).

BIC represents a quantitative measurement that has been used by many authors as a measure
for osseointegration and BS-BS-SEM offers a simpler, highly discriminative and less resource-
consuming method for BIC determination. Our BIC results, based in the methodology
described by (Manresa et al. 2014), constitute a non-subjective, systematic measurement of
the bone contact of all the active implant surface and are in agreement with similar studies

(Janner et al. 2018).

Bone formation around implants measured by quantitative analysis of the backscattering
images was significantly higher in the P17-biofunctionalized implants, 4 and 8 weeks after the
implantation. Our analysis is based on the concept of “Bone fraction”, defined by Cardoso et al
(2014) as “Relative Bone Fraction” and by Calvo-Guirado et al (2015) as “Peri Implant Bone
Area”, which represents both the preexisting cortical bone and the newly formed bone in an
1,5x2mm area situated at 2mm distance of the active surface of the implant.
Histomorphometrical analyses of BIC, BF and IB showed higher values in the P17-
biofunctionalized group at initial stages of healing (2 weeks) and early osseointegration both at

4 and 8 weeks. As for P144 bionfunctionalized group, the histomorphometric values obtained
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are also high but their increase seems more stable during the three healing times. Our
quantitative results agree with (Aparicio et al. 2011) and (Cardoso et al. 2014) and, therefore,
provide the first proof of the capability of the osteogenic-promoting properties of the surface
characterization. However, these quantitative measurements do not reflect the quality of the

tissues in contact with the implant.

BS-BS-SEM examination shows the calcified tissues, in different levels of whiteness, depending
on their calcium concentration, as well as the cementing lines and the size and shape of the
cell’s lacunae (Lopez-Lépez et al. 2009; Manresa et al. 2014). The Backscattering electron
microscopy analysis of the summative image of the implant sections 2 weeks after the
implantation depicts the bone in contact with both implant surfaces as sparse, thin trabeculae
at the first postoperative period, that are thicker and more numerous in the biofunctionalized

implants.

The tissues of the first trabeculae that surround the implant, as well as the ones formed as a
response to the periosteal injury are mainly constituted by chondroid tissue (Manzanares et al.
1988; Lafuente et al. 2009). It is known that chondroid tissue is the main component of the
endomembranous ossification process; it has a faster calcification and contains types | and Il
collagen fibers. (Goret-Nicaise 1984; Lafuente et al. 2009). Woven, lamellar and osteonal bone
are the calcified tissues that replace chondroid tissue in our histological and BT-BS-SEM
findings, in a similar manner than in other endomembranous ossification-based processes,
such as the mandibular symphysis closure (Goret-Nicaise & Dhem 1984), the skull sutures
growth and closure (Goret-Nicaise et al. 1988; Manzanares et al. 1988); the tooth eruption
(Pilipili et al. 1995, 1998), the fracture repair (Zagbha-Mongalima et al. 1988; Lafuente et al.
2009; Gallardo-Calero et al, in press), and, more recently the osseointegration of metallic and

non-metallic biomaterials (Cuzmar et al. 2015; Barba et al. 2017).

The analysis of the tissues involved in this first phase of the osteointegration of the implants
shows a high level of osteoclastic activity around the numerous newly formed vessels
connecting the ones present in the preexisting cortical bone with the vessels situated between
the trabeculae constituting the peri-implant tisular response and the periosteal tisular
response (Pardali & Dijke 2009; Hu et al. 2018; Biguetti et al. 2018). The biofunctionalized
implants images show that the new vessels are oriented radially in the preexisting cortical
haversian bone, while, in the peri-implant newly formed bone, the vessels run parallel to the
implant surface. Neovascularization around tested implants has been reported, as well as

changes in the orientation of vessels that contribute to the formation of mineralized bone
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matrix (Delgado-Ruiz et al. 2015). Osteoclast bone resorption occurs around the titanium

surface and plays an important role in the achievement of implant stability (Zhao et al. 2007).

Our histological findings have demonstrated the presence of lining cells in the peri-implant
area vessels at early stages of osseointegration further proving that the orientation of the
bone apposition around the implant is dependent on the mechanical strain distribution as
described by (Takano et al. 1999;Delgado-Ruiz et al. 2015). The lining cells remain active in our
samples at the end of the experiment: non calcified bone matrix is being actively deposited in
the inner border of the vascular channels eight weeks after implantation in the P17
biofunctionnalized samples. Moreover, the differences in the coloring of the lamellae show
that apposition is maintained, both in the P17 samples, and, with less intensity in the control

group and the P144-treated samples.

These quantitative and qualitative results suggest that the positive effects of the
biofunctionnalization on the osseointegration process could be not only immediate (by way of
neoangiogenesis and/or trabecular apposition) but also middle or long term (by way of the
lamellar remodellation) as described by Martino et al. (2015) and Biguetti et al. (2018). P17-
inhibitor peptide-treated samples show higher values of BIC, BF and IB than the other peptide,
P144. Moreover, the neovascularization of the P17 samples shows an active pattern and leads
to an earlier osseointegration than the visible in P144 samples and in the control group. These
peptides have been proven to adhere to Cp-Ti surfaces while keeping their bioactivity (Sevilla
et al. 2016) by eliciting an in vitro cell response characterized by the reduction of the fibroblast
differentiation and the increase of the osteoblastic markers (Sevilla et al. 2018). The
differences in our results between the two biofunctionnalized implant groups could be due to
the fact that the surfaces adhere to peptide P17 approximately 30% more than to peptide
P144 due to its physical-chemical properties. The higher hidrophily of P17 peptide compared

to P144 peptide can be other causal factor (Sevilla et al. 2016).

The limited literature available with respect to TGF-B1 inhibitor peptides regarding the peri-
implant bone organization oblige us to take these results with caution. Further research is
necessary regarding the action of the biofunctionalization with TGF-B1 or other bioactive

peptides and its effects on osseointegration.

Conclusions

Based on the results of this study, it can be concluded that:
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- The surface biofunctionalization results in better quantitative parameters of implant’s
oasseointegration.

- Blood vessels (vascular channels) and bone cells are present in early times of healing (2
and 4 weeks) in the biofunctionalized implants.

- The surface biofunctionalization maintains a stable peri-implant bone formation
through the experiment timeline.

- The peptide biofunctionalization may shorten the healing period of dental implants.

- The results of this study may serve as a useful reference for further studies oriented to

the analysis of the mechanisms behind the biofunctionnalization.
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FIGURE 1. Scheme of the measurements for the calculations of Bone to implant contact (BIC), Bone
Fraction (BF) and Interthread Bone (IB).

FIGURE 2. A, B and C: BS-SEM summative (stitched) images of the implants after 2 weeks of
implantation. A: Control group; B: P17-biofunctionalized group; C: P144-biofunctionalized group. D and
E: Framed areas in Figure 2A. D: White arrowheads: Howship’s lacunae. E: White arrowheads:
Howship’s lacunae. *: cortical bone. # osteon. F and G: framed areas in Figure 2B and 2C, respectively.
F: White arrow: chondroid tissue trabecula.

FIGURE 3. A, B and C: BS-SEM summative (stitched) images of the implants after 4 weeks of
implantation. A: Control group; B: P17-biofunctionalized group; C: P144-biofunctionalized group. D and
E: framed areas in Figure 3A. D: periosteal reaction. White arrowheads: cementing line; E: Peri-implant
new bone area. White arrow: vascular channel; PC: preexisting cortical. F and G: framed areas in Figure
3B. H and I: framed areas in Figure 3C. H: Periosteal reaction; I: Calcified tissues around the implant.
White arrow: lamellar bone around vascular channel.

FIGURE 4. A, B and C: BS-SEM summative (stitched) images of the implants after 8 weeks of
implantation. A: Control group; B: P17-biofunctionalized group; C: P144-biofunctionalized group; D:
framed area in Figure 4A; E: framed area in Figure 4B; F: framed area in Figure 4C.

FIGURE 5. Results after 2 weeks of implantation A: Control group sample. Red arrow: vascular. is:
implant surface; B: P144 sample after 2 weeks of implantation. Red arrow: vascular channel; C: (20x
magnification, framed area in figure 5B). White arrowheads: radial branching of cortical vascular
channels; red arrow: orientation of peri-implant vascular channels; is: implant surface; e: erythrocytes
within vessels of vascular channels. D: (50x magnification). P144 biofunctionalized sample after 2 weeks
of implantation. Black arrows: lining cells; orange arrows: osteoblasts; white arrows, osteocyte lacunae.

FIGURE 6. Results after 4 weeks of implantation. A and B Control sample. A: (10x) PC: preexisting
cortical; PR: periosteal reaction; PI: peri-implantary reaction. is: implant surface. B: (50x) vessel in the
center of image A. WB: woven bone; White arrow: newly deposited lamellar bone. Blue arrow: older,
more calcified cortical bone. C and D (10x) P17 biofunctionalized sample. C: periosteal reaction; ih:
implant head; D: peri-implant callus; is: implant surface. E and F: (10x) P144 biofunctionalized sample E:
periosteal callus and head of the implant; F: implant surface and alveolar bone. G: (20x, framed area in
Fig 6D). P17 biofunctionalized sample. Abundant peri-implant vascular channels. New bone lamellae
deposition in contact with the implant surface (is). H (20x, framed area in Fig 6F): lamellar bone
deposition (white arrows); chondroid tissue (orange arrows).

FIGURE 7. Results after 8 weeks of implantation. A and B Control sample. A: (10x) Calcified tissues
around the implant head. B: (50x) lining cells inside vascular channels. C, D and E P17 biofunctionalized
sample. C: (20x) metachromasia (purple hue) of the newly formed lamellar bone. D: (50x) vascular
channels lined by non-calcified bone matrix (orange). Arrows: cementing line. E: (50x) vascular channel
concentrically lined by non-calcified bone matrix (orange) and newly formed lamellar bone (purple). F
and G P144 biofunctionalized sample. F: (10x) vascular channels around implant surface. G: (20x)
vascular channels oriented towards the implant surface (is); the different hues of the osseous tissues
indicate active bone remodelation.
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guidelines for the care and use of animals, that cover the research.

Methods,
Paragraph
s6&7

Study design

For each experiment, give brief details of the study design including:

a. The number of experimental and control groups.

b. Any steps taken to minimise the effects of subjective bias when
allocating animals to treatment (e.g. randomisation procedure) and when
assessing results (e.g. if done, describe who was blinded and when).

c. The experimental unit (e.g. a single animal, group or cage of animals).

A time-line diagram or flow chart can be useful to illustrate how complex
study designs were carried out.

Paragraph
6

Experimental
procedures

For each experiment and each experimental group, including controls,
provide precise details of all procedures carried out. For example:

a. How (e.g. drug formulation and dose, site and route of administration,
anaesthesia and analgesia used [including monitoring], surgical
procedure, method of euthanasia). Provide details of any specialist
equipment used, including supplier(s).

b. When (e.g. time of day).

c. Where (e.g. home cage, laboratory, water maze).

d. Why (e.g. rationale for choice of specific anaesthetic, route of
administration, drug dose used).

Paragraph
s6-13

Experimental
animals

a. Provide details of the animals used, including species, strain, sex,
developmental stage (e.g. mean or median age plus age range) and
weight (e.g. mean or median weight plus weight range).

b. Provide further relevant information such as the source of animals,
international strain nomenclature, genetic modification status (e.g.
knock-out or transgenic), genotype, health/immune status, drug or test
naive, previous procedures, etc.

Paragraph
s 6-13

The ARRIVE guidelines. Originally published in PLoS Biology, June 2010"
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Housing and 9 Provide details of: Paragraphs
husbandry a. Housing (type of facility e.g. specific pathogen free [SPF]; type of cage or 6-14
housing; bedding material; number of cage companions; tank shape and
material etc. for fish).
b. Husbandry conditions (e.g. breeding programme, light/dark cycle,
temperature, quality of water etc for fish, type of food, access to food
and water, environmental enrichment).
c. Welfare-related assessments and interventions that were carried out
prior to, during, or after the experiment.
Sample size 10 a. Specify the total number of animals used in each experiment, and the Paragraph
number of animals in each experimental group. 1
b. Explain how the number of animals was arrived at. Provide details of any Paragraph
sample size calculation used. 13
c. Indicate the number of independent replications of each experiment, if
relevant.
Allocating 11 a. Give full details of how animals were allocated to experimental groups, Paragraph
animals to including randomisation or matching if done. 1-6
experimental b. Describe the order in which the animals in the different experimental
groups groups were treated and assessed.
Experimental 12 Clearly define the primary and secondary experimental outcomes assessed | Paragraphs
outcomes (e.g. cell death, molecular markers, behavioural changes). 14-17
Statistical 13 a. Provide details of the statistical methods used for each analysis. Page 6,
methods b. Specify the unit of analysis for each dataset (e.g. single animal, group of ggrggraph

animals, single neuron).

c. Describe any methods used to assess whether the data met the
assumptions of the statistical approach.

RESULTS

Baseline data 14 For each experimental group, report relevant characteristics and health Methods,
status of animals (e.g. weight, microbiological status, and drug or test naive) | paragraph
prior to treatment or testing. (This information can often be tabulated). 23
Numbers 15 a. Report the number of animals in each group included in each analysis. Methods,
analysed Report absolute numbers (e.g. 10/20, not 50%°). paragraph
b. If any animals or data were not included in the analysis, explain why. 23
Outcomes and 16 Report the results for each analysis carried out, with a measure of precision | Results,
estimation (e.g. standard error or confidence interval). Paragraphs
1-5, Table
1
Adverse events 17 a. Give details of all important adverse events in each experimental group. Methods,
b. Describe any modifications to the experimental protocols made to paragraph
reduce adverse events. 23
DISCUSSION
Interpretation/ 18 a. Interpret the results, taking into account the study objectives and Throughout
scientific hypotheses, current theory and other relevant studies in the literature. Paragraphs
implications b. Comment on the study limitations including any potential sources of bias, | 2-3, 11
any limitations of the animal model, and the imprecision associated with
the results?.
c. Describe any implications of your experimental methods or findings for
the replacement, refinement or reduction (the 3Rs) of the use of animals
inresearch.
Generalisability/ 19 Comment on whether, and how, the findings of this study are likely to Paragraphs
translation translate to other species or systems, including any relevance to human 10-11
biology.
Funding 20 List all funding sources (including grant number) and the role of the No

funder(s) in the study.
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