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Resumen

La ingenieria de tejidos es una disciplina relativamente nueva, que se encarga de
la busqueda de estrategias en los tres diferentes campos que la componen como
son la ciencia en materiales, células troncales y sefiales moleculares, con la
busqueda del estandar de oro que es regenerar los tejidos perdidos ya sea por
trauma o por enfermedad. En este trabajo se realizé la sintesis y caracterizacion
de andamios poliméricos que simulen las propiedades fisico-quimicas de la matriz
celular de los tejidos que forman los tejidos de sostén del érgano dentario, con la
finalidad de saber si estos andamios ademas de ser biocompatibles, inducen a
mejor la respuesta biolégica de células mesenquimales estromales tanto de
médula ésea como de ligamento periodontal. Los resultados fueron la sintesis de
andamios nanofibrilares que mostraron ser biocompatibles con las células
mencionadas, ademas de inducir bajo ciertas condiciones la sintesis de tejido
mineral. Este andamio podria en un futuro servir para mejorar la regeneracion de
los tejidos de soporte del diente, aunque, se necesita una investigacion pre-clinica
para determinar si existen aun riesgos, antes de pasar a ser utilizados en

pacientes en la clinica dental.




Abstract

The tissue engineering is a relatively new discipline, which is responsible for
finding strategies in the three different areas that compose such as materials
science, stem cells and molecular signals, with the search of gold standard that is
regenerate tissues lost either by trauma or iliness. In this thesis the synthesis and
characterization of polymeric scaffolds that mimic the physicochemical properties
of the extracellular matrix of the tissues that form the supporting tissues of the
dental organ was synthetized in order to know if these scaffolds could be
biocompatibles and induce a better biological response by the mesenchymal
stromal cells both isolated from bone marrow and periodontal ligament tissues. The
results were the synthesis of nanofibers scaffolds that showed to be biocompatible
with the aforementioned mesenchymal stem cells, inducing under certain
conditions the deposit and synthesis of mineral tissues. This scaffold could be used
to improve tissue dental tissue regeneration, although a pre-clinical research is
needed to determine whether there are still risks, before going on to be used in

patients in the dental clinic.




1 Medicina regenerativa y bioingenieria de tejidos

La medicina regenerativa es una disciplina en donde se incluye la bioingenieria de
tejidos, cirugia, trasplantes de organos, ciencia en materiales, biologia del
desarrollo y la biologia de células troncales. Esta disciplina tiene como objetivo
fundamental, el regenerar 6rganos, sin embargo, dicha disciplina sigue en una
constante y vertiginosa evolucion, asi como, incorporando nuevas disciplinas, ya
que, en la actualidad se pretenden incluir biosensores, los cuales puedan detectar
agentes que amenacen a determinado o6rgano, igualmente se esta
experimentando a ultimas fechas la impresion 3D, en donde mediante el desarrollo
de tintas biologicas, se puedan modelar con determinados programas
computacionales los organos y asi trasladar este modelado en algoritmos
matematicos a una estructura en tres dimensiones, que ademas sea funcionales
para remplazar érganos perdidos por multiples razones (Gurtner and Chapman
2016).

La bioingenieria de tejidos, es una disciplina relativamente nueva y con un
crecimiento exponencial, ya que tiene como principal objetivo regenerar los tejidos
que conforman los érganos del cuerpo humano que han sido dafiados, ya sea, por
trauma o enfermedad y en estos tiempos donde la tendencia mundial es aumentar
la calidad y expectativa de vida de las personas cobra importancia (Figura 1)
(Drisko 2001; Williams 2009; Malchesky 2015).

Para poder regenerar un tejido, entran en juego una serie de factores
fundamentales, los cuales tienen que estar actuando en sinergia para poder lograr

el objetivo, que es devolver la forma y funcion del érgano en cuestion. Dentro de




estos tres factores el primero de ellos, es el disefo y fabricacion de andamios que
simulen las propiedades tanto fisicas, quimicas y mecanicas de la matriz
extracelular nativa, en donde se encuentran sostenidas las células propias de
cada 6rgano (Reilly and Engler 2010; VadalA , Mozetic et al. 2012

; Matsuura, Utoh et al. 2014). En segundo lugar se encuentran las propias células,
dentro de este apartado existen gran cantidad, sin embargo, las mas
prometedoras son las células troncales mesenquimales, ya que éstas, presentan
una gran capacidad de proliferacion, asi como propiedades de inmunoregulacién
(Dominici, Le Blanc et al. 2006; Wada, Menicanin et al. 2009), que es importante a
la hora de pensar en un rechazo que podrian presentar células ya comprometidas
con un fenotipo determinado, finalmente dentro de las caracteristicas a destacar
de estas células, es que pueden ser inducidas a cualquier tipo de linaje celular,
esto es una ventaja ya que dependiendo el tipo de tejido que se esté buscando
regenerar es el tipo de induccion que se le debera proporcionar (Rodriguez-
Lozano, Insausti et al. ; Ashri, Ajlan et al. 2015; Zhu and Liang 2015). En tercer
lugar, tenemos a las sefiales moleculares, donde principalmente se encuentran los
factores de crecimiento y de diferenciaciéon, como son la superfamilia de factor de
crecimiento transformante B (TGF-B), el cual es un gen que regula una serie de
genes que inducen funciones especificas a las células, asi mismo, la familia de la
proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs),en especifico la BMP-2 y BMP-7, que
se utilizan en la regeneracion de defectos de tejido 6seo (Marx ; VadalA , Mozetic

et al. 2012; Zhu and Liang 2015; Fawzy El-Sayed and DAf[rfer 2016)
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Figura 1. llustracion de la interaccién de andamios, células y sefiales moleculares, para hacer posible la regeneracion de

tejidos y 6rganos.

2 Matriz Extracelular

La matriz extracelular, es una red conformada por diferentes proteinas, dentro de
la que destaca la proteina colagena | (COLI), la cual es una proteina conformada
por la repeticion de tres aminoacidos, que son: la prolina, hidroxiprolina y glicina.
Ademas de la proteina colagena existen otras moléculas que juegan un papel
importante, como son residuos de azucares repetitivos llamados
glucosaminoglucanos (GAG) y en menor medida otras proteinas. Esta matriz
extracelular, le confiere la funcién de sostén a las células que conforman los
tejidos, ademas de esto, la matriz extracelular posee funciones sensitivas y de

sefalizacion para los tejidos que conforma(Landis and Jacquet).

3 Técnica de electro-hilado
La técnica de electro-hilado, emerge como una alternativa altamente eficaz para la

sintesis de andamios nanofibrilares (Figura 2) (Nseir, Regev et al.; Haaparanta,
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Jarvinen et al. 2013). Esta técnica tiene como fundamento la aplicacién de un
campo electromagnético a un polimero disuelto en diferentes tipos de solventes
para generar sobre un colector metalico andamios en tres dimensiones, los cuales
pueden estar compuestos de fibras tanto en escalas micrométricas y
nanomeétricas, dependiendo la distancia que exista entre la punta de la jeringa que
contiene el polimero y el colector metalico, dichas fibras presentan diferentes tipos
de propiedades fisicoquimicas, dependiendo del polimero que se utilice para su
preparacion (Kai, Jin et al.; Kim, Park et al.; Liu, Thomopoulos et al.). A
continuacién se presenta una imagen del dispositivo de electro-hilado (Frenot and

Chronakis 2003; VadalA , Mozetic et al. 2012).

Solucién Polimérica

Jeringa ” Andmio
!
\
(,’-7)"\\
L Fuente de poder /

o s = =
de alto voltaje 3? Formacién de la
e g fibra
- P

Figura 2. llustracion del dispositivo de electro-hilado. El cual consta de un dispensador electronico ajustable, en el cual se
coloca una jeringa cargada con solucién polimérica, un colector metalico y una fuente de poder de alto voltaje, cuyo
electrodo positivo va conectado a la punta de la aguja y el electrodo negativo al colector metalico, cerrando el circuito y

haciendo posible el deposito de fibras poliméricas, disefiando asi andamios nano-fibrilares.

4 Polimeros
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Los polimeros son biomoléculas sintetizadas por organismos vivos. Dentro de
estos organismos vivos, podemos incluir plantas de muchos tipos, diferentes tipos
de arboles e inclusive de bacterias. Estos materiales son escogidos como
materiales que pueden ser utilizados en la medicina, ya que, son biodegradados
debido a que atomos de oxigeno o nitrégeno son parte de su estructura principal,
es decir, en su esqueleto quimico. La biodegradacién convierte estos polimeros en
CO,, agua, biomasa y otras sustancias que son recicladas por procesos biolégicos
(Yadav, Yadav et al.).

Existen diferentes tipos de polimeros con los cuales se pueden sintetizar mediante
la técnica de electro-hilado andamios, dichos polimeros se pueden clasificar en
dos grandes grupos dependiendo la naturaleza de su extraccion, a continuacion se
ilustran (Figura 3) (Kim, Park et al. ; Gunn and Zhang 2010)

Natural

I | 1 1 | 1
Colagena Gelatina Elastina Quitosano Seda Alginato

|Hidrol|'tica
Biodegradacion

Enzimatica

|Presente
Sitios de unidn a integrinas
Ausente
Fuerte
|
Propiedades mecanicas

Débiles

|Hic|r0fi“ca —— e —
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Propiedades fisico-quimicas

Hidrofébica
Sintético
1 1 ] 1 1 1
PGA PLGA PCL PLLA-CL PVA PVO
Hidrolitica
Biodegradacion | e — -
Enzimatica
Presente
Sitios de unidn a integrinas | e —
Ausente
|Fuerte
e —
Propiedades mecanicas —
Débiles
Hidrofilica
| - S ——
Propiedades fisico-quimicas -
Hidrofébica

Figura 3. Tipos de polimeros utilizados para la fabricacién de andamios fibrilares.

5 Tecnologia de capa celular

La ingenieria de tejidos es una disciplina que se basa en la interaccion de tres
factores fundamentales, como son: los andamios, las células y las sefiales
moleculares. Sin embargo existe una limitante en el disefio de 6rganos, ya que,

éstos se conforman en tres dimensiones, lo que representa una limitante para los
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investigadores (Martino, D'Angelo et al. 2012; Sakaguchi, Shimizu et al. 2013;
Matsuura, Utoh et al. 2014).

No obstante, en los afos recientes se ha venido innovando en el desarrollo de
nuevas técnicas que permitan recrear y mimetizar la conformacién tridimensional
que presentan los tejidos y lo 6rganos. Una de estas técnicas y que resulta muy
prometedora en el area de la regeneracion tisular, es el cultivo tridimensional en
capas celulares (Meng, Leslie et al. 2014).

Esta técnica se basa en la capacidad anfipatica que presenta el polimero poli-
isopropilacrilamida, esté polimero posee la particularidad de ser hidrofébico a 37°C
lo que nos permite, cultivar una capa de células y que estas se unan entre si,
mediante uniones intercelulares hasta llegar a confluencia, y posteriormente al
cambiar la temperatura a 20°C, el polimero se torna hifrofilico, lo que nos permite
un desprendimiento subito de las células y que estas se mantengan unidas entre
ellas, sin la necesidad de utilizar agentes enzimaticos para realizar este
desprendimiento (Figura 4). Esta técnica se ha aplicado para la regeneracion del
ligamento periodontal, sin embargo, la capacidad es limitada debido a la labilidad
de la capa celular, ya que, a pesar de que se formo tejido, no se pudo regenerar el
cemento radicular, esto tal vez debido a que no se utiliz6 ningun tipo de
andamio(Flores, Yashiro et al. 2008). Esto nos da la posibilidad de repetir el
proceso y colocar capas sobre capas, para conseguir un tejido en tres
dimensiones que puedan simular las condiciones en tres dimensiones que

presentan los tejidos y érganos en el cuerpo humano (Martino, D'Angelo et al.
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2012; Matsuura, Utoh et al. 2014; Meng, Leslie et al. 2014; Takahashi and Okano

2015).

Figura4. Plato de cultivo hecho con poli-isopropilacrilamida, el cual es hidrofébico a 37°C e hidrofilico a 20°C (izquierda).
Desprendimiento subito de la capa celular, sin la necesidad de utilizar agentes enzimaticos. Esta técnica, brinda la

posibilidad de construir tejidos en tres dimensiones, imitando asi la condiciones de los tejidos y 6rganos del cuerpo humano.

6 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En afos reciente, las investigaciones enfocadas a la regeneracion del tejido del
cuerpo humano se han centrado con gran interés en explorar las aplicaciones
biomédicas de las fibras poliméricas. Con un interés especial en las nuevas
propiedades que presentan los membranas fibrilares en su superficie. Numerosos
estudios han mostrado que los materiales nano-estructurados pueden influenciar
la respuesta celular. Estos descubrimientos son excitantes porque el crecimiento
celular se lleva a cabo en matrices extracelulares nano-estructuradas. La matriz de
tejidos dentales en la cual los implantes son colocados posee una intricada nano-
topografia y las interacciones que se dan célula-matriz-sustrato ocurre en escalas
nano-métricas del tipo fibrilar. Tal consideracién ha generado un incremento en
elucidar los efectos bioldgicos de las superficies fibrilares. Asi este estudio
pretende contribuir a entender como la topografia puede ser capaz de influenciar
el ambiente celular y la diferenciacion, sugiriendo nuevas lineas de investigacion al

proponer que la influencia puede estar relacionada en funciéon de la morfologia
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superficial, es decir si nosotros manipulamos el tamafio de las morfologias
superficiales de las fibras poliméricas para poder imitar la estructura fisica de la
matriz extracelular nativa de los tejidos del cuerpo humano, llevando a que
adquieran nuevas propiedades fisico-quimicas y de topografia superficial como
interconexién de poros, una alta reactividad volumen/superficie; una gran
resistencia ¢se aumentara la biocompatibilidad y la biomineralizacion generada
por las células diferenciadas hacia fenotipos periodontales en este tipo de
morfologia? Si las membranas poliméricas estan constituidas por particulas nano-
estructuradas del tipo micro- y/o nano- fibrilar, ;qué efecto tiene respecto a la
morfologia celular de células mesenquimales estromales diferenciadas hacia
linajes periodontales? Si las membranas poliméricas estan constituidas por
nanofibras, squé efecto tiene respecto al depdsito de matriz extracelular y a la
infiltracion comparada con aquellas microfibrilares. Estas preguntas relacionadas
al tema de biomateriales fibrilares con futuras aplicaciones en el sector salud son
las que pretendemos responder, sin embargo, consideramos que en este estudio
de tesis doctoral podemos obtener los aspectos basicos de como la topografia

afecta la respuesta celular in vitro(Chen, Marino et al. 2006).
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7 OBJETIVO GENERAL Y ESPECIFICOS:

a) Objetivo General

Caracterizar andamios nano-fibrilares poliméricos sintéticos, naturales vy
biodegradables de PCL, PCL/Gelatina y PLA sintetizados por la técnica de electro-
hilado que faciliten y guien la respuesta celular -adhesién, proliferacion y
diferenciacion- de las células mesenquimales estromales derivadas de médula

Osea y células mesenquimales estromales derivadas de ligamento periodontal.

b) Objetivos Especificos

Caracterizacion de andamios nano-fibrilares poliméricos de PCL, PCL/Gelatina y
PLA que simulen propiedades biolégicas (adsorcion de proteinas vy

biodegradacion), especificos para regenerar tejidos dentales.

Establecer el efecto de la morfologia superficial de las nanofibras de PCL,
PCL/Gelatina y PLA en la adhesion y proliferacién de las células mesenquimales
estromales derivadas de médula 6sea y células mesenquimales estromales

derivadas de ligamento periodontal en cultivos celulares in vitro.
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Determinar la diferenciacion celular evaluando la interaccion de las células
mesenquimales estromales derivadas de médula 6sea y células mesenquimales
estromales derivadas de ligamento periodontal sobre las fibras de PCL,
PCL/Gelatina y PLA en un modelo de cultivo celular tridimensional como uso

potencial en la bioingenieria de tejidos.
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8 HIPOTESIS

Los andamios nano-fibrilares de PCL, PCL/Gelatina y PLA guian la respuesta
celular -adhesion, proliferacion y diferenciacion- de las células mesenquimales
estromales derivadas de médula 6sea y células mesenquimales estromales
derivadas de ligamento periodontal como uso potencial en la Bioingenieria de

Tejidos Dentales.
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9 METODOLOGIA

9.1 TECNICA DE ELECTRO-HILADO

9.1.1 Disefio de Andamios Electrohilados

EL aparato de electrohilado que fue utilizado pare el diseio consiste de tres
componentes principales: 1) un sistema de propulsion para las soluciones que se
encuentran en la jeringa (Genie Plus k600, Kent Scientific) capaz de controlar el
flujo de las soluciones; 2) Dos electrodos metalicos conectados entre si; 3) una
generador de polaridad unica de alto voltaje (Gamma High Voltaje Research, mod.
ES30) capaz de generar voltaje DC en rangos de 0 a 30 kV. El aparato propuesto
se encuentra dentro de una camara Plexiglass para aislar el sistema de campos
externos y evitar cambios en las condiciones durante el proceso de electro-hilado.
El proceso de elaboracién de las membranas electro-hiladas, se llevé a cabo por
la técnica de electro-hilado utilizando PCL con un peso molecular de 65,000 Da,
Gelatina tipo B ambos adquiridos de la compafia SIGMA, Aldrich; PLA de un peso
molecular de 192,000 Da. Se llevaron a cabo soluciones a base de los
componentes de PCL (0,05 g/mL) y de Gelatina (0.05 g/mL) en 2,2,2-trifluroetanol
(TFE); 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFP) y cloroformo (CHCI3) por
separado, bajo agitacion magnética a 37°C toda la noche. Para generar las
soluciones de PCL y Gelatina dos proporciones de soluciones seran consideradas
una de baja concentracion (10% peso/volumen) y otra de alta concentracién (80%
peso/volumen) respectivamente. Para generar las membranas biohibridas; las
soluciones de PCL y Gelatina fueron mezcladas para obtener una unica solucion

de PCL/Gelatina (50/50 peso/peso) en TFE con una concentracién polimérica de
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0.1 g/mL. Las solucion de PLA 10% se prepar6 disolviendo en una soluciéon de
etanol/cloroformo 90/10 v/v, 10 gr de PLA m/v con agitacion magnética durante
toda la noche.

Las soluciones de cada polimero (PCL, PCL/Gelatina y PLA), seran puestos en
una jeringa de 5 mL con una aguja hipodérmica de 18 Ga conectada al polo
positivo (BD Plastipack). El polo negativo estara ubicado en una plataforma
metalica recubierto por papel aluminio para recolectar las fibras electro-hiladas.
Durante la técnica de procesado por electro-hilado fueron considerados diferentes
parametros para optimizar la morfologia final de las fibras (Alvarez-Perez, Guarino
et al. 2010; Alvarez Perez, Guarino et al. 2010; Guarino, Urciuolo et al. 2012). En
particular; la distancia entre la punta de la jeringa y el colector sera fijada en 14
cm; el voltaje de 13 kV/cm y la velocidad del flujo sera de 0.1, 0.5, 1 y 3 mL/h por
un tiempo de depdsito de 8 a 10 h para garantizar que sean procesadas la misma
cantidad de volumen de las tres soluciones electro-hiladas

9.2 ENSAYOS BIOLOGICOS

9.2.1 Aislamiento y cultivo celular

Células troncales derivadas del ligamento periodontal (PDLSC)

El aislamiento y cultivo de las células de PDLSC fueron obtenidas de primeros
premolares extraidos por motivos ortodoncicos. Las células troncales
periodontales fueron removidas de la superficie de raiz dentaria utilizando el tercio
medio de la raiz anatémica, utilizando una hoja de bisturi, posteriormente el
ligamento periodontal se digirid6 mediante reaccion enzimatica, utilizando tripsina al

20% por 20 minutos a 37°C. La suspensidon de células fueron tratadas con medio
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fresco para detener la actividad enzimaticas, después la suspension fue
centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante fue descartado seguido
de la adicion de medio fresco, resuspendidas y sembrado en placas de 24 pozos,
esto para la adhesion del tejido y cultivado en a-MEM suplementado con 10% de
SFB (Sigma-Aldrich), 100 ug/mL de penicilina/estreptomicina a 37°C en un
ambiente humedo de 5% con CO,. Después de 24 hrs., el medio de cultivo fue
cambiado para descartar las células no adheridas. Después de este tiempo, las
células adheridas fueron tripsinizadas y pasadas a un frasco T25. Después de que
el cultivo alcanz6 confluencia después de 2 a 4 semanas, se consider6 el pasaje
numero 1 (Flores, Yashiro et al. 2008; Tran, Doan et al. 2014).

9.2.2 Cultivo de células mesenquimales estromales derivadas de médula
0sea.

La linea celular de humano referente a las células madres mesenquimales
derivadas de médula 6sea fueron gentiimente donadas por el Dr Juan José
Montesinos. La células fueron extraidas de la médula 6sea de pacientes y estan
fueron suspendidas en médio bajo en glucosa DMEM (Gibco BRL, Rockville, MD),
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB; Gibco BRL), 4mM L-glutamina
100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, y 100 ug/mL de gentamicina
(todos las soluciones fueron obtenidas de Gibco BRL). La linea de células
mesenquimales estromales, fue utilizada para caracterizar la biocompatibilidad y la
bioactividad (modelos de diferenciacion celular), sobre los andamios electro-

hilados de PCL y PCL/Gelatin. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de
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37°C y en una atmosfera de 95% de aire y 5% de CO2 en un ambiente con 100%
de humedad(Castro-Manrreza, Mayani et al. 2014).

9.2.3 Caracterizacion de las células mesenquimales estromales derivadas de
ligamento periodontal.

La caracterizacion inmunofenotipica y la capacidad de diferenciacion de las
células mesenquimales estromales se llevaron a cabo de acuerdo a lo previo
descrito por Montesinos y colaboradores. Brevemente se utilizaron anticuerpos
monoclonales conjugados con FITC, PE o APC, contra CD73, CD90, y CD45 (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA), CD105, CD 13, CD14, (Caltag, Buckingham,
UK), y HLA-ABC,HLA-DR, CD31 y CD34 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), una vez
realizado los ensayos se realizé el analisis citometria de flujo del cultivo de las
células mesenquimales estromales derivadas de ligamento periodontal. Un total de
2 x 10° células, previamente bloqueadas con el bloqueador del receptor Fc
(Human Blocking Reagent; Miltenyi Biotec), y resuspendidas en 100 mL de
amortiguador de fosfato salino (PBS) con 3% de suero fetal bovino (SFB) y 1 mM
de EDTA, y esto fue incubado con los anticuerpos mencionados anteriormente por
20-30 min. Estas células fueron subsecuentemente lavadas con 1 mL de PBS (con
3% de SFB y 1 mM de EDTA) y fijadas con solucién de lisado FACS (BD
Biosciences). Las células marcadas fueron analizadas por medio de equipo
Coulter Epics Altra Flow Cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) y al menos
10,000 eventos por muestra fueron colectados. Los datos fueron analizados con el

programa FlowdJo ver. 2.6 (FlowJo LLC, Ashland OR, USA).
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La diferenciacion adipogénica y osteogénica se indujo mediante el Kit Stem Cells
KitTM (Stemcell technologies, Inc., Vancouver, BC, Canada). La diferenciacién
adipogénica se determiné mediante la visualizacion de la presencia de vacuolas
del reactivo Oil Red O-stained (Sigma-Aldrich) La diferenciacién osteogénica se
midi6 por medio de la tincion de la fosfatasa alcalina. La diferenciacion
condrogénica se indujo con el medio de induccién (Cambrex Bio Science,
Walkersville, Inc., MD, USA), que fue suplementado con 10 ng/mL del Factor de
Crecimiento Transformante beta (TGF-B, Cambrex). Las micromasas obtenidas
fueron fijadas, incluidas y cortadas. Los cortes fueron tefidas con el reactivo de
Azul de Alciano (Sigma-Aldrich).

9.3 Biocompatibilidad Celular

Los ensayos de biocompatibilidad de las células cultivadas sobre las superficies
de las membranas electro-hiladas de PCL, PCL/Gelatina y PLA se evaluaron
mediantes los ensayos de; adhesion celular, de proliferacion celular y de viabilidad
celular.

9.3.1 Ensayo de Adhesion Celular

Para establecer el efecto de las membranas electro-hiladas sobre la adhesion
celular, las células mesenquimales estromales y las células mesenquimales de
fibroblasto periodontal, se cultivaron sobre la superficie de las membranas de PCL,
PCL/Gelatina, y PLA en placas de cultivo de 24 pozos a una densidad celular de
2x10° y se cultivaron durante 4 y 24 hrs. Las células adheridas a las membranas
electro-hiladas fueron evaluadas por medio de utilizar el ensayo de cristal violeta

Brevemente; las células mesenquimales estromales derivadas de médula 6sea y
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las células mesenquimales estromales derivadas de ligamento periodontal que se
expandieron en cajas de cultivo de 75 cm?, las células fueron lavadas con PBS,
tripsinizadas y diluidas en el medio de cultivo alfa-MEM a la concentracion
especificada parrafos arriba para ser sembradas sobre las membranas
electrohiladas. Pasado el tiempo de incubacion propuesto la adherencia celular fue
evaluado por medio de cuantificar la absorbancia del colorante acoplado a la
membrana plasmatica de las células adheridas sobre los andamios que sera
extraida con 500uL de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 1%. De la solucion
obtenida se tomaron 100uL que se colocaron en un pozo de una placa de 96
pozos para ensayos de ELISA y fue leido en un espectrofotometro usando el filtro
de 550 nm (Wallac Victor3 1420; PerkinElmer, Boston, MA). Los valores de la
absorbancia obtenidos fueron extrapolados de acuerdo a una curva estandar para
determinar la cantidad de células o el porcentaje de células adheridas a de las
membranas electrohiladas de PCL y PCL/Gelatina. Los cultivos controles fueron
las células sembradas sobre sustratos la misma placa de cultivo (plastico). Los
experimentos de adhesion celular se realizaron por triplicado, repitiéndose por lo
menos tres veces.

9.3.2 Ensayo de Viabilidad Celular (Citotoxicidad)

El analisis de la viabilidad celular, se llevdé a cabo mediante el ensayo de azul de
triazol (MTT), el fundamento de ésta técnica se basa en la habilidad de la enzima
deshidrogenada mitocondrial para oxidar una sal de tetrazolio (3-[4,5-dimetiltiazol-
2-y]-2-5 bromuro difeniltetrazolio) a un producto insoluble de color azul. Las

células MSC fueron cultivadas a una densidad celular de 5.0x10* por triplicado por
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3, 7,y 9 dias de cultivo. Después de cada periodo experimental, las células fueron
incubadas con MTT (50 mg/ml) a 37°C por 4 hrs. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se retird el sobrenadante, a la caja de cultivo se le adicion6 una
solucién con 0.04 M de acido clorhidrico (HCI) en isopropanol y la placa se llevé a
un lector de ELISA, para obtenerse la densidad 6ptica a una longitud de onda de
495 nm. Debido a que la generacion del producto azul es (directamente)
proporcional a la actividad oxidativa de la enzima deshidrogenasa, la disminucion
de los valores que se obtengan en la absorbancia a 495 nm nos indicé una medida
de la viabilidad celular. Los experimentos se realizaran por triplicado repitiéndose

tres veces.

9.4 Interaccion célula-material

Los analisis de la interaccion de las células con los andamios se realizaron con el
kit Cell Tracker Fluorescents. CellTracker™ Green CMFDA  (5-
chloromethylfluorescein diacetate). Este estuche contiene un colorante
fluorescente adecuado para el control de los movimientos o localizacion celular.
Después de incubarlo con las células, el medio de contraste es retenido, lo que
permite el seguimiento de los movimientos celulares, el colorante tiene paso libre a
través de la membrana. Se sembraron 1x10* células en los andamios, colocados
en una placa de 48 pozos. Se dejaron por 24 horas. Posteriormente se lava con
PBS (buffer salina fosfatos) y se incubaron a 37°C c/medio SRF/Cell Tracker a
1hr, pasando el tiempo indicado se retira el medio y se lava nuevamente con PBS.

Se deja con DMEM/SFB durante 2hr. Por ultimo se lavan con agua destilada y se

27



fijan con PFA 4%. Se observaron bajo un microscopio laser confocal con
longitudes de onda de 492 y 517 nm (LASAF, Leica, Germany).

9.5 Cultivo tridimensional

Para llevar a cabo los cultivos 3D para los experimentos de bioactividad, se
realizaron cultivos de las células troncales mesenquimales y de las células
mesenquimales estromales de ligamento periodontal en capas tridimensionales.
Brevemente; Las cajas de cultivo tratadas con polimeros que incrementan la
adhesion celular se sembraron 2x10° células y se incubaron a 37°C por 3 horas;
pasado el tiempo de incubacion, las cajas se volvieron a incubar a 27°C para
inducir una separaciéon de la monocapa del polimero. Se extrajo lentamente para
no distorsionar la monocapa, y se volvio a sembrar en otra caja donde
previamente se ha sembrado con la misma cantidad de células antes mencionada,
y se incubé a 37°C. Este procedimiento de cultivo en capas se continud
realizando hasta tener al menos de 4 a 6 capas celulares tanto de células
troncales mesenquimales como de células mesenquimales estromales de
ligamento periodontal (Flores, Yashiro et al. 2008; Tran, Doan et al. 2014). Ambas
lineas celulares fueron tratadas con medio osteoinductor a-MEM, suplementado
con 10% de SFB, 50 ug/mL de acido ascorbico, 10 mM B-glicerofosfato y 107 de
dexametasona y una solucion de antibidticos compuesta por penicilina (100 U/mL)
y estreptomicina (100 pg/mL).

9.5.1 Caracterizacion de Tejido Mineral Depositado

Se utilizaron técnicas de FTIR, RAMAN y microtomografia, para determinar las

caracteristicas de la fase mineral formada por las células tridimensionales, que
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fueron mantenidas en diferenciacién sobre los andamios hilados de PCL, durante
21 dias.

9.5.2 Caracterizacion por FTIR

Los cultivos 3D de las células mesenquimales estromales derivadas de médula
0sea y de las células mesenquimales estromales derivadas del ligamento
periodontal, que se cultivaron sobre los andamios de PCL, se sometieron a
analisis espectroscopico infrarrojo transformado de Fourier utilizando el equipo
IRAffinity-1S (SHIMADZU, Excellence in Science), haciendo 40 barridos por
muestra en un rango de longitud de onda de 400nm a 4000nm, esto para localizar
las bandas correspondientes a proteinas, carbohidratos, material genético y tejido
mineral, depositado para determinar la sintesis de tejido mineral. El andamio de
PCL carente de células fue utilizado como control donde se localizaron las bandas
caracteristicas del PCL.

9.5.3 Caracterizacion por RAMAN

Los cultivos 3D de las células mesenquimales estromales derivadas de médula
0sea y de las células mesenquimales estromales derivadas del ligamento
periodontal, que se cultivaron sobre los andamios de PCL, se sometieron a
analisis espectroscopico RAMAN utilizando el equipo DXR™ Raman Microscope
(ThermoFisher, SCIENTIFIC), con el laser a una longitud de onda de 745nm, para
localizar las bandas correspondientes a proteinas, carbohidratos, material genético
y tejido mineral, depositado para determinar la sintesis de tejido mineral. El
andamio de PCL carente de células fue utilizado como control donde se

localizaron las bandas caracteristicas del PCL Figura?.
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9.5.4 Micro tomografia.

Las muestras se introdujeron a un microtomaografo (Albira ARS, Oncovision) donde
el campo de vision se ubico justo en medio de la muestra con una magnitud de
corriente de 0.4 miliamperios (mA), un voltaje de 35 Kilovoltios (KV) y 1000
proyecciones para obtener imagenes de alta resolucion. Posteriormente se
reconstruyeron los 516 cortes que arrojo la adquisicion de cada una de las
muestras en el software del equipo. Para obtener las imagenes en 3D se
procesaron dichas reconstrucciones en el software Osirix MD y se realizaron
comparaciones entre los grupos. Para evaluar cual de las muestras presentaba
mayor densidad, se generd una ROI (region de interés) de 1 mm por lado en el
centro de la muestra y se cuantificé por medi6 del programa PMOD la densidad de

cada una.

30



10 Resultados

10.1 Sintesis de andamios nano-fibrilares

Se lograron sintetizar andamios nanofibrilares de PCL, PCL/gelatina y PLA
desordenadas, mediante la técnica de electrohilado cuyo diametro de fibra oscila
entre 200 a 400 nm, lo cual nos indica que las condiciones establecidas, tanto de
la preparacion de la solucion polimérica, como la de preparacion del sistema son
las adecuadas para la sintesis de andamios que simulen las caracteristicas de la
matriz celular nativa. Asi mismo, se logr6 medir el tamafio de poro, es decir, el

tamano del espacio entre fibras que presenta el andamio, el cual oscila entre 900

a 2200 nm (Figura 5).

S
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Figura 5. Micrografias electrénicas de barrido de las membranas hiladas de PLC (a), PCL/gelatina (b) y PLA (c). El andlisis del tamafio de
las fibras por el programa Images J nos arroja promedios de didmetro de 400 nm para las de PCL (d), de 200 nm para las de

PCL/gelatina (e) y de 250 nm para las de PLA.
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10.2 Caracterizacion por medio de FTIR

Para determinar la estabilidad de los andamios sintetizados, los andamios fueron
caracterizados por medio de espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier.

En la figura 6 se aprecian las bandas a 2949 cm™ (CH, asimétrico), 2865 cm™
(CH, simétrico), 1727 cm™ (grupo carbonilo), 1293 cm™ (C-O y C-C) y 1540 cm™’
(COC asimétrico) (Ghasemi-Mobarakeh, Prabhakaran et al. 2008) caracteristicos
del PCL. Asimismo, se observan las bandas correspondientes a las proteinas que
aparecen aproximadamente en 1650 cm™ (amida 1) y 1540 cm™ (amida Il), que
corresponden a las vibraciones de los enlaces C=0, N-H y C-N respectivamente.
La banda en 1650 cm™ es atribuida a la a-hélices y enrollamientos al azar

correspondientes a la gelatina (Ki, Baek et al. 2005).
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Figura 6. Espectros de FTIR de los andamios de PCL (a) y PCL/Gelatina (b) que corresponden a la vibracién de los enlaces caracteristicos

del polimero y de la gelatina.
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En la figura 7 se muestran las bandas a aproximadamente a 860 cm™ que

pertenece al C-COO, a 1180 cm™ perteneciente al enlace C-O-C del grupo éster y

a 1400 aproximadamente perteneciente al CH3 caracteristico del espectro PLA.
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Figura 7. Espectros de FTIR de los andamios PLA que corresponden a la vibracion de los enlaces caracteristicos del polimero de acido

polilactico.

10.3 Adhesién celular

La evaluacién de la adhesion celular se realizd mediante el ensayo de cristal

violeta. Los fibroblastos del ligamento periodontal localizados sobre los andamios

de PCL, después de 4 hrs. de cultivo, mostraron una mayor tasa de adhesion al

sustrato. Esta tendencia se observo a las 24 hrs. de cultivo. (Figura 8).
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Figura 8. Ensayos de adhesién celular, donde ambas lineas celulares presentan mayor adhesién a las 24 horas, sobre los

andamios de PCL.

10.4 Proliferacion celular

Para evaluar la proliferacién celular, se realizdé el ensayo de MTT de las células
mesenquimales derivadas de médula 6sea y células mesenquimales estromales
derivadas de ligamento periodontal, sobre los andamios de PCL, PCL/gelatinas y
PLA 10%. Como se muestra en la figura 11 las células mesenquimales estromales
derivadas del ligamento periodontal, muestran una mayor proliferaciéon celular a
los tres dias, comparadas con las células mesenquimales derivadas de médula
Osea en las tres condiciones, sin embargo, las células troncales sobre los
andamios de PCL/Gelatina, presentan diferencias significativas (P<0.005) en la
proliferacion comparadas con los fibroblastos del ligamento periodontal. A los siete
dias de cultivo, ambas lineas celulares presentan la misma tasa de proliferacién
sobre las tres condiciones de andamios. Sin embargo, a los nueve dias de cultivo
se invierte el efecto de la proliferacién, es decir, los fibroblastos del ligamento

periodontal, presentan una tasa mayor de proliferacién, donde los fibroblastos del
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ligamento periodontal, sobre los andamios de PCL, son los que presentan la

proliferacion mas alta (Figura 9).
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Figura 9. Grafica lado derecho. Ensayo de proliferacion celular a los dias 3, 7 y 9, de las células mesenquimales estromales
derivadas de ligamento periodontal sobre los tres andamios fibrilares poliméricos, donde las células presentaron una mayor
proliferacién al dia 9 en el andamio de PCL. Grafica lado izquierdo. Ensayo de proliferacion célular, donde las células
mesenquimales estromales derivadas de médula 6sea presentan una mayor proliferacion al dia 3, sobre los andamios de

PCL.

10.5 Interaccién célula-material

Para confirmar el ensayo de proliferacion celular, el ensayo de viabilidad celular se
realizd6 por medio del método de calceina, los resultados muestran que los
andamios no son toxicos para las células. En la figura 10 se pueden observar las
células viables tefidas de color verde, esto debido al metabolismo de las células,

ademas se puede apreciar la morfologia que adquieren al estar en contacto

directo con el patron fibrilar de los andamios poliméricos.

35



Figura10. Se ilustra la interaccion de las células con los andamios de PCL, PCL/gelatina y PLA por microscopia confocal a

las 24 horas de cultivo celular.

10.6 Caracterizacion de los cultivos 3D

Después de 21 dias de cultivo, las capas celulares de células troncales
mesenquimales y las células troncales derivadas de ligamento periodontal, se
observaron mediante microscopia electronica de barrido (Figura 11). En las
imagenes se pueden apreciar, la construccion en tres dimensiones del tejido,
sobre los andamios de PCL. Para garantizar la construccion del tejido en tres
dimensiones, las capas celulares sobre los andamios de PCL, se visualizaron
mediante microscopia confocal, donde se puede observar mediante la
fluorescencia, que el tejido esta siendo formando en un espesor de 6 a 7 capas

(Figura 12).
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Figura 11. En el panel superior corresponden a microfotografias adquiridas por SEM, de los cultivos 3D, de células
mesenquimales estromales derivadas de ligamento periodontal con diferentes magnificaciones (a-c). En el panel inferior
corresponden a microfotografias de células mesenquimales estromales derivadas de médula 6sea (d-f). En ambos casos,

se presenta la conformacion en capas celulares del cultivo 3D.
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Figura 12. Microfotografia de cultivo 3D por microscopia confocal. (a y b) Corresponde al cultivo en 3D en capa celular de
las células mesenquimales estromales derivadas de médula 6sea y (c y d) Corresponde al cultivo en 3D en capa celular de

células mesenquimales estromales derivadas de ligamento periodontal. Barra = 10 um

10.8 Caracterizacion de cultivos 3D por FTIR

Los espectros infrarrojos obtenidos muestran las bandas caracteristicas del PCL,
asi como, la de los cultivos 3D con medio normal y medio mineralizante (Figura
13). Al amplificarse el area de interés podemos apreciar las bandas que
corresponden a las amidas | y Il respectivamente a 1660 y 1550 cm™ con ambas
condiciones de medio. Sin embargo, se logran apreciar también bandas a 960 y
1032 cm™, de los grupos fosfato, en los cultivos tratados con medio osteogénico
(Figura 14). Estos resultados fueron corroborados con espectroscopia RAMAN,

descrita lineas mas abajo.
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Figura.13 Espectro de los cultivos 3D y del PCL como control, donde aparecen bandas correspondientes a grupos amida y

fosfatos.
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Figura.14 Magnificacién del area de interés, donde se logran apreciar las bandas correspondientes a las amidas | y Il, asi

como, a los grupos fosfato en el caso de los cultivos tratados con medio osteogénico.
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10.9 Caracterizacion del cultivo 3D por RAMAN

Los espectros obtenidos, muestran las bandas caracteristicas de presencias de
proteinas principalmente las bandas que van desde 1283 cm™ a 1658 cm™ que
corresponden a los grupos amina | y Il respectivamente de las proteinas, esto en
los cultivos en 3D (Figura 15) sin embargo este patron no es visible en el andamio
control, en el cual no estan presentes (Figura 16). Ademas de estos grupos amina
presentes en los cultivos, el cultivo también es posible observar las bandas que
corresponden a lipidos que van 1095, 1575 cm™, fosfolipidos de 1065, 1127, 1301
cm™, hidroxiprolina 950 cm™ prolina 921 cm™. Sin embargo existen otras cuatro
bandas presentes unicamente en el cultivo 3D inducido con medio osteogénico
que corresponden a PO,> en las bandas 960, 1030, 1106 cm™ y COs en
1070cm™ (Figura 17). Esto nos indica que este cultivo inducido se encuentra
sintetizando material mineral. EI PCL por su parte presenta el patrén tipico de

bandas para éste material.
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Figura.15.. Espectro correspondiente al cultivo 3D,tratado con medio normal, y su patrén de bandas caracteristico.
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Figura.16 Espectro correspondiente al cultivo 3D,tratado con medio osteogénico, y su patrén de bandas caracteristico.
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Figura 17. Andamio de PCL con sus bandas caracteristicas
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10.10 Caracterizacion por uCT

Las imagenes tridimensionales fueron adquiridas con tomografia micro
computarizada, en los cuales, se pueden apreciar las capas celulares que
muestran la arquitectura caracteristica estar creciendo durante 21 dias. En la
imagen de la (Figura 18b) se pueden apreciar que en los cultivos tridimensionales
que estuvieron en presencia del medio inductor se observan algunas regiones
mineralizadas caracterizadas por una sombras de baja densidad en el centro del
defecto y confinadas principalmente a los bordes de del cultivo 3D. A diferencia de
los cultivos que estuvieron en presencia de medio completo en ausencia de
inductores de la mineralizacion se observan el crecimiento constante de las capas

celulares una densidad homogénea (Figura 18a).

Figura 18. Determinacion del patron 3D obtenido por microtomografia del area de la matriz extracelular depositada por los

cultivos en capas celulares. (a) Cultivo control en el andamio de PCL en ausencia de medio osteogénico. (b) Densidad de
mineralizacion en el andamio de PCL con inductores de la osteogénesis. Las reconstrucciones de imagen se realizaron con
una resolucion de 18 mm. Los circulos indican los bordes de las capas celulares que se mantuvieron en cultivo durante 21

dias.
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10.11 Caracterizacion por medio de RT-PCR

Transcurridos los 21 dias de cultivo, se realizé la extraccion del RNA mensajero de
los cultivos 3D fabricados, y se realizaron los RT-PCR, de moléculas asociadas al
proceso de biomineralizacion., para posteriormente realizar la semicuantificacion
con el programa Gel Quatum Express. Se obtuvo expresién de las moléculas de
ALP, COLI y OPN en los cultivos correspondientes a las células troncales
mesenquimales, no obteniendo presencia de los genes PDL-29 y PDL-48, que son
genes propios de células del ligamento periodontal. En el caso de las células
troncales derivadas del ligamento periodontal, se obtuvo presencia de los genes
ALP, COLI, OPN, y también existi6 presencia de los mensajeros del ligamento

periodontal, es decir, PDL-29 y PDL-48 (Figura 19).
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Figura.19. Izquierda. Semicuantificacion de la presencia de los ARNm de moléculas asociadas al proceso de mineralizacion,
en los cultivos 3D correspondientes a células mesenquimales estromales derivadas de médula dsea; siendo negativos a
moléculas  expresadas por células mesenquimales estromales derivadas del ligamento periodontal. Derecha.
Semicuantificacién de la presencia de los ARNm de moléculas asociadas al proceso de mineralizacion, en los cultivos 3D
correspondientes a células mesenquimales estromales derivadas de ligamento periodontal, en donde, se logra detectar la

presencia de moléculas propias de ligamento periodontal, asi como, moléculas asociadas al proceso de mineralizacion.
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11 Discusion

La bioingenieria de tejidos es una disciplina que necesita tener una interaccion
entre los tres grandes pilares en los que se basa ésta, que son la ciencia e
ingenieria en materiales, la investigacion en células con potencial en la
diferenciacion a distintos tejidos y la sefalizacion molecular, sin embargo, aun nos
encontramos lejos de obtener los resultados tan esperados, que se resumen en la
regeneracion de organos Yy tejidos que brinden a los pacientes una mejor calidad
de vida (Stahl, Froum et al. 1982; Sun, Qu et al. 2012; Marx 2015; Zhu and Liang
2015).

En este trabajo se lograron sintetizar andamios de PCL, PCL/Gelatina y PLA, por
el método de hilado (Frenot and Chronakis, 2003), éstos estan formados por fibras
con diametros en escalas nanométricas. Dichas escalas se ha reportado que
tienen una influencia directa en la respuesta celular y que por ende pueden activar
senales de mecanotransduccion cuando las células sensan la topografia y se
propone que este sensado es en respuesta a los tamafios en que se logran al
manipular las soluciones poliméricas por el hilado, las escalas nanométricas se
propone que podrian inducir por si solas hacia un determinado linaje celular por
parte de las células troncales ya que la energia superficial que se logra por la
nanotecnologia es un campo emergente (Collart-Dutilleul, Secret et al. ; Gao, Li et
al. 2015).

Por otro lado, en el caso de las células sobre los andamios hilados de PCL se
favorecié el proceso de adhesion a periodos cortos y el de proliferacién a periodos

largos en cultivo celular. Es claro que las células mesenquimales estromales
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cultivadas sobre los andamio de PCL/Gelatina y PLA, también presentan una
aumento en la adhesion y proliferacion, sin embargo la cristalinidad y sus
propiedades fisicoquimicas pareceria afectar la respuesta cuando se compara con
el andamio que mostro tener un mejor comportamiento como fue el andamio de
PCL.

Los estudios de interaccion célula-material por microscopia confocal indica que la
disposicion que adquieren las células en los andamio son de forma alargada. Esta
disposicion alargada podria ser mediada por moléculas de adhesion de las células
como, por ejemplo, las integrinas que detectan la morfologia fibrilar y que le
permiten a las células poder comenzar con el proceso de adhesion celular y al
cambio en la citoarquitectura celular debido a que el receptor manda la sefal
intracelular y se activa una modificacion en las fibras de actina que responden a la
superficie en rangos nanomeétricos vy fibrilares lo que indica que las células estan
acostumbradas a crecer en matrices fibrilares porque imitan los rangos
encontrados en las MEC de los tejidos dentales como las fibras de colagena tipo 1
y tipo 3. Asi mismo podemos observar que al tener mayor area superficial provista
por la nanoestructura de los andamios, las células adaptan su morfologia a la
forma del andamio es decir empiezan a seguir el patron topografico de las fibras,
mejorando asi la adhesion celular, lo cual es un prerrequisito para un andamio
biocompatible. Esto corrobora los ensayos de adhesion celular, donde las células
de ambas lineas, muestran una mayor adhesién celular sobre los andamios

fibrilares poliméricos.
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Los ensayos de viabilidad celular confirman lo que los ensayos de adhesién
muestran, como estos andamios de PCL, PCL/gelatina y PLA, no son citotdxicos
para lineas celulares. Esto comprueba que durante el procesado de las fibras por
la técnica de hilado, los solventes utilizados son evaporados par la formacion de la
topografia fibrilar y que posteriormente por el proceso de esterilizacién para los
cultivos celulares, no existen riesgos de toxicidad a los cultivos celulares (Valente,
Silva et al.). Asi mismo, el hecho de que se encuentren compuestos por fibras en
escalas nanométricas mejoran la calidad de la respuesta celular, tanto de células
troncales mesenquimales y células troncales derivadas del ligamento periodontal,
que les permite la proliferacién celular.

No obstante, en todos los andamios sintetizados, los andamios fibrilares de PCL
fueron los que presentaron mejor respuesta bioldgica, ya que, ambas lineas
celulares muestran una mayor adhesién y proliferaciéon. Esto contrasta con
estudios antes publicados que mencionan que las caracteristicas que adquiere el
polimero PCL en rangos fibrilares obtiene una energia superficial que hace que las
proteinas se adsorban con mayor facilidad lo cual conlleva a una mejor respuesta
de las células (Ghasemi-Mobarakeh, Prabhakaran et al. 2008; Alvarez-Perez,
Guarino et al. 2010).

Debido a los resultados mostrados de biocompatibilidad y a las ventajas de las
nanofibras de PCL, se eligieron los andamios de PCL, para seguir con la
caracterizacion de cultivos tridimensionales. Los cultivos tridimensionales, se
lograron caracterizar mediante SEM donde se aprecian las capas celulares, sin

embargo, se realiz6 la caracterizacion por microscopia confocal donde se
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corrobora la construccién de las capas celulares (Flores, Hasegawa et al. 2008).
Estos cultivos al inducirlos y compararlos, mediante las técnica de FTIR, RAMAN,
MCT y RT-PCR, nos muestran que se indujo un cambio de fenotipo, de uno
estromal mesenquimal hacia un fenotipo mineralizante. Esto es importante debido
a que en conjunto los andamios nanofibrilares, los cultivos tridimensionales y la
induccion hacia un fenotipo predeterminado nos pueden dar la construccion de un
tejido similar a los tejidos perdidos por la enfermedad periodontal, que como se
menciond en capitulos anteriores es una de las principales causas de pérdida de
organos dentarios (Flores, Yashiro et al. 2008; Gao, Li et al. 2015). Las pruebas
espectroscopicas nos arrojaron datos importantes que nos permitieron distinguir
entre cultivos control donde los tejidos se conservan como fenotipos
mesenquimales con los cultivos experimentales donde se pueden apreciar la
presencia de los componentes de una matriz extracelular mineralizada. Estas
pruebas nos permitieron distinguir la presencia de bandas que concuerdan con lo
antes publicado en formacion de hueso compacto, donde las bandas de mayor
interés son las que corresponden a la presencia de proteinas y especificamente a
la presencia de prolina e hidroxiprolina. Estas bandas vibracionales son
caracteristicas de la presencias de una matriz extracelular, donde la que prevalece
es la proteinas colagena. De igual manera los cultivos 3D tratados con medio
osteogénico, presentan bandas que corresponden a los fosfato de calcio y
carbonatos de calcio, importantes en la nucleacion y maduracion de los cristales
de hidroxiapatitas lo cual nos indica la presencia de tejidos mineralizados (Abou

Neel, Aljabo et al. ; Branson, Bonnin et al.). Fue corroborado por la pCT donde se
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puede apreciar la densidad de color referente a tejido mineral (Ru, Liu et al.), y por
RT-PCR donde se analizd la presencia de genes caracteristicos que estan
involucrados en el proceso de biomineralizacion (Gao, Li et al. ; Lee, Lee et al. ;

Sanaei-rad, Jafarzadeh Kashi et al.).
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12 Conclusiones

Se lograron sintetizar andamios poliméricos por la técnica de hilado con
morfologia fibrilar en rangos nanométricos.

La escala topografica de las nanofibras de las membranas sintetizadas se
encuentra en las escalas reportadas de la colagena de las matrices extracelulares
de tejidos dentales.

Las membranas poliméricas fibrilares de PCL fue la que mostré mejor respuesta
de biocompatibilidad y bioactividad al compararse con la de PCL/gelatina y PLA.
Se realizaron cultivos tridimensionales, lo cual nos provee de una aproximacion de
los eventos que suceden en los tejidos con la finalidad de proponer un modelo de
regeneracion tisular.

Los cultivos 3D de células mesenquimales estromales sobre los andamios de PCL
nos permitieron analizar los cambios de fenotipo hacia un linaje osteogénico.

El tejido mineralizado presento las bandas caracteristicas del componente
principal, colagena, calcio y fosfatos.

El andamio nanofibrilar de PCL podria ser una opcién para la regeneracion

periodontal en un futuro cercano.
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13 Perspectivas de la Investigacion.

Las perspectivas a futuro de esta investigacién, van dirigidas a realizar pruebas de
los andamios de PCL solo y junto con los cultivos en capa celular en modelos
animales a los cuales se les haya realizado un defecto de tamafo critico para
poder saber si el material solo o en conjunto con las capas celulares pueden
reparar este defecto de tamano critico en modelos animales. Asi mismo se puede
realizar andamios aglomerados de PCL para poder saber si es eficaz este tipo de

materiales, pensando en la regeneracion de los tejidos periodontal en un futuro.
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Ceramic scaflulds are widely studied in the tissue engineering field due to the r potential in medical apalications as bune substitutes
or as bone-filling materials ‘I he purpose of this study was w investigate the effect of surface morphology of nanostructure thin filis
of Al O, prepared by spray pyrolysis and bulk pellets of polyerystalline ZnAl, O prepared by chemicul coprecipitation reaction
or: the in vitro cell adhesion, viablity, and cell-matzrial interactions of osteoblastic cells. Our result showed that cell attachment
was signilicantly enhanced from €0 to 80% on the ZuAlLO, nanostructured material surfece when compared with bulk ceramic
surfaces. Moreaver, our results showed :hat the balance of morphological properties of the thin film nanostructure ceramic improves
cell-material interaction with enkanced spreeding and filopodia with multiple cellular extensions on the surface of the ceramic and
enhancing cell viability/proliteration in comparison with bulk ceramic surfaces used as control. Altogether, these results suggest
that zinc aluminate nanostructured materials huve a great potential 1o be used in dental implant and bone substitute applications,

1. Introduction

Oxide spinel material is a very large group of structurally
related compounds (1], many of which are of considerable
technological or geological importance [2]. Spinels exhibit a
wide range of electrenic and magnetic properties. The normal
spinel is a typicel example of a material with the general
tormula (X)[Y],0,, where X and Y are divalent and trivalert
ions, respectively, and the symbols () and [] refer to the 8
tetrahedral coordinated A sites and 16 octahedral courdinated
B sites, respectively, within the cubic cell. ZnAL O, isan oxide
spinel with a close packed face centered cubic structure and
Fd3m space group symmelry [3]. Moreover, its band gap of
3.8 eV makes [t transparent for light possessing wavelengths

»320 nmy; these characteristics allow to use it as a host lattice
for applications in thin film electroluminescent displays,
miechanooptical stress sensors, and stress lmaging devices,
On the other hand, this material has good catalytic properties
such as cracking, dehydration, and dehydrogenation [4]. The
spinel zinc aluminates have been widely used as ceramic
and as catalytic material in chemical and petrochemical
industries [5] and more recently as transparent conduc-
tor. Regarding the biological application potentials of this
ZnAl O, ceramic material in thin films and in bulk are very
scarce, The search for bone substitute 1s still a challenge to
rescarchers. The composition, as well as the tepography, of
such materials is of importance for determining the biological
response 1o such materials [6], The roughness of mater
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is considered to be important to predict interfacial behavior
at the material-tissue interface and its interaction with the
biological environment. Surface roughness influences cell
bivactivity, being important in several bone formation stages,
including adhesion, proliferation, differentiation, synthesis ol
bone malrix, maturation, and calzification of the tissue on the
materials surface [7-10]. Besides, bioactivity or bioinertness
could result in materials with different physical charucteristic
that could influence biological behavior [11, 12]. Recently, a
number of studies have been carried out to investigate the Zn-
doped ceramics as biomaterials in bone tissue engineering
[13, 14]. Similar to calcium, zinc has ]ung heen rccﬂgrized as
an essential trace element ‘or the proper maintenance of bone
growth, with over 85% of the total body zinc residing in bone
[15, 16]. Zn has a stimulatory effect on bone formation, and
ts deficiency has been associated with retardation and failure
of bone growth in animals [17, 18]. Zn-substituted ceramics
were found that modulate the attachment, proliferation, and
differentiation of osteoblasts and modulate the activity of
bone formation by the cells [19-21]. In this context, the aim of
this study was to investigate the effect of surface morphology
of nanostructured thin ilms of ZnAl 0O, prepared by spray
pyrolysis and bulk pellets of polycrystalline ZnAl, O, pre-
pared by chemical coprecipitution reaction on the biological
response of osteoblastic cells in order to evaluate the surface
cell achesion, spreading, cell viability process at in virre cell
culture and compare these results with respect to the difterent
surface morphologies between a nanostructured thin film
and a traditional polyerystalline ceramic surface.

2. Experimental Details

2.1, Synthesis end Characterization of ZnAl,O, Material, The
ultrasenic spray pyrolysis technique is a well-established pro-
cess for depositing films. Some advantages of this process are

as follow: a high depesition rate, the possibility to coat large
areas, its low cost, its ease of operation, and the quality of the
ceatings obtained. Films of zinc aluminate were deposited by
an ultrasonic spray pyrolysis tecknique described earlier [22].
Basically, this technique consists of an ultrasonic generator
used to produce a mist from the spraying solution. This mistis
carried to a hot substrate placed on a tin bath through « tubing
sctup using humic air as a carrier gas (10 liters/minute), When
the mist of the solution gets in touch with the hot substraie,
the solvents in the solution are vaporized producing a solid
coating on the substrate. The nozzle in this system is localized
approximately 1 cm above the substrate. The spraying solution
consisted of 0.05M zinc¢ acetate and aluminum chloride
in deionized water as salvent. The solution flow rate was
3mL/minute for all cases. The substrate temperature (T,)
during depasition was in the ra e from 300°C to 550°C;
the substrates used were Corning 7059 glass slides. The
deposition time was adjusted (4 10 6 minutes) to deposit films
with approximately the same thickness. The thickness of the
films studied was aboul 5 pan as measured by a Sloan Dektak
1A profilometer. The chemical composition of the films was
measured with a Leica-Cambridge electron microscope Mo.
Stereoscan 44¢, equipped with a Beryllium window X ray
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detector, nsing Energy Dispersive Spectroscopy (EDS). The
standard used for the EDS measurements was the Multi-
element X ray Reference Standard (Microspec), Serial 0034,
part no. 8160-53. The surface morphology was analyzed by
means ol Lhe scanning eleclron microscopy (SEM) cited
above. The crystalline strocture features of the deposited
hilms were analyzed by X-ray diffraction (XRD), using a
Siemens D-5000 diffractometer with a wavelength radiation
ol 1.5406 A (Cuk,,).

A very simple chemical precipitation process was used
for the synthesis of zinc aluminate spinel powder. The start
materials were Zn [NO;), - 6H,0 Sigma-Aldrich (98%)
and ALNO,}; - 9H,0 Riedel-de Haén at 0.05M blended
in methanol, This simple process consists of three steps:
(1) precursor material dissolution in a compalible sulvent
to form the precursor mixture, (2) solvent evaporation and
solute precipitation, and [3) powder annealing. The initial
mixture was heat treated at 250°C for 30 minutes to evaporate
the solvent. The chemical agglomerates were grounded in an
agate nortar o obtain fine powder, which was compressed
to form a small disk with a dimension of 1.2 ¢cm in diameter
and & thickness of 0.3 cm, The applied pressure for pellets
preparation was 150 Kg/em®, These pellets were annealed
al T, =600°C, during 14 hours in air atmosphere.

The crystalline structure of these pellets was analyzed by
X-ray diffraction (XRD) using a Bruker-D8 plus Diffractome-
ter with Cuk, radiation a: 1.5405 A. "Their chemical compo-
sition was measured using Energy Dispersive Spectroscopy
(EDS) with a Cambridge-Leica clectron microscope mod.
Stereoscan 440 was equipped with a Beryllium window X-
ray detector, and their surface topography was obtained by
means of the above-mentioned SEM microscope.

2.2. Kiolpgical Response

2.2, Cell Coltwre. biological assays were performed using
human osteoblastic cells as reported previously [23]. For cell
culture, human osteoblastic cells were cultured in 75 cm?
cell culture flasks containing a Dulbecco’s Modified Eagle
Media (DMEM), supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS) and antibiotic solution (streptomycin 100 pg/mL and
penicilin 100 U/mL, Sigma Chem. Co). The cell cultures
were incubated in a 100% humidifed environment at 37°C in
atmosphere of 95% air and 5% CO,. Human osteoblastic cells
on passage 4-6 were used for all the experimental procedures,
In order to perform the in vitro cell response assays, all
ZrAL D, bulk and 550°C nanostructured material surfaces
were cleaned with distilled water and sterilized by exposure
to UV light (A = 254 um, 300 uW/cm?).

2.2.2 Cell Attachment. The cell adhesion of human osteoblas-
tic cells onte ZnAl O, bulk and thin film nanostructure
materials was evaluated using the vibrant cell adhesion assay
kit (Malecular Probes). Human osteoblastic cells, cultured
ina 75¢cm’” cell culture flask, were washed with phosphate-
buffered saline (PBS) and incubated wath calcein AM stock
solution to a final concentration of 5% 107 M in serum-free
medium for 30 min. After incubation, the cells were washed
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Figure 1. SEM micrographs of surfece morphology of ZnAl, O, films as a function of the T,: (a) 300°C, (b) 450°C, and (¢) 550°C. Bar =

100 nm.

with PBS, trypsinized, and the cell pellet was collected and
diluted with DMEM culture medium to ubtain the requisite
cell concentration. The human osteoblastic cells at concentra-
tionof 1.5 % 10% cellsiem” were seeded onto ZnAl, 0, bulk and
thin film nanostructured materials and incubated for 4 h and
24 h, The fluorescence was quantified using a fluorescein hilter
set with a Wallac Victor3 1420 spectrophotemeter (Perkin-
Elmer, Boston, MA, USA), The percentage cell adhesion was
obtained by dividing the corrected (background subtracted)
fluorescence of adherent cells by the total corrected flucres-
cence of control cells and multiplying by 100%. Conventional
polystyrene 24-well culture plates were used as a control,

2.2.3. MTT Assay. Cell viability of human osteablastic cells
seeded at concentration of 1 % 10* cellsfem® onto ZnAlO,
bulk and thin flm nanostructured materials was checked
by the MTT assay for 3, 5, and 7 days of culture. This
assay is basec on the ability of mitochondrial dehydro-
genases of living cells to oxide a tetrazolium salt (3 [4,
5-dimethyltaiazolyl-2-y]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide),
to an insoluble blue formazan preduct. The concentration
of the blue formazan praduct is directly proportional to the
number of metabolically active cells. The human osteoblastic
cells seeded anto ZnALO, bulk and thin ilm narostructure
materials at prescribed time were washed with PBS and
incubated with fresh cultured medivim containing 0.5 mg/inl.
of MTT for 4h at 37°C in the dark. Then, the supernatant

was removed and dimethyl sultoxide (DMSO) was added to
cach well, After 60 minutes of slow shaking, the absorbance
was quantified by spectrophotometry at 570 nm with a plate
reader, The culture medium during experimental time was
changed every other day with fresh media.

2.2.4. Cell Morphology. For cytoskeletal organization of the
human osteoblastic cells cultured onto ZnAl, 0, bulk and
thin filn1 nanostructured materials, the cells were seeded at
concentration of 1 x 107 cells/cm® and incubated for 24 hours
in DMEM cultured medium, After 24 hours, the samples were
washed witli PBS and Lxed with 4% pareformaldehyde for
10 minutes at room temperature (RT), permeabilized with
0.2% 'Iriton X-100 for 5 minutes, washed twice with PBS
and incubated with a actin antibody diluted 1:100 in 0.2%
of bovine serum albumin BSA)-PDS for 1h at RT. The cells
were then gentile washed twice with 0.2% BSA-PBS and twice
with PRS. Then, cells were incubated with FITC seconcary
antibody diluted 1:1000 in PBS for 1 hour. The cells were
gentile washed with FBS and vicualized by means of indirect
immunofluorescence (Axiophot, Carl ZeissR, Germany),

2.2.5. Statistical Analysis. Data are presented as mean stan-
dard deviation. Statistical analysis was performed on adhe-
sivn and MTT assay results using Student’s £-test, and P value
<0.05 was considered significant.
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Frauae 3: Surface morphology of the sirtered pellets sample of ZnAlLO,, The surface is smooth, homogencous (a), and without peropus

regions (b). Bar = 16 micron’s.
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Figure 4: XRD of the bulk ceramic sample annealed at 600°C.

3. Results and Discussion

‘The surface morphology of ZnAlLQ, coatings deposited on
glass substrates is presented in Figure 1. SEM micrographs
show the samples deposited at 300°C Figure 1(a), 450°C
Figure I{b), and 550°C Figurc 1{c). It is possible o vbserve
rough but continuous coatings with good adherence to the
substrate. This figure shows that the surface morphology
of the layers depends on substrate temperature. Coatings
deposited at 300°C and 450°C present some cracks. By
incressing the substrate temperature to (500-550°C), the
cracks disappear and a relatively more dense material
is reached. These [eatures could be expleined b
at higher substrate temperature, the deposited radicals
characterized by higher surface kinetic energy, which permits
them better accommodation and consequently produces a
better processed and compacted material.

AL T, = 550°C, the thin film shows a nanogranular
marphology with a great quantity of porous regions, which
mimics the surface morphology of the human bone.

The chemical composition of the films deposited at
substrate temperature of 550°C was determined by EDS, with
the atomic percentages of Zn = 13.6, Al = 278, O = 571,
and Cl = 150, which means that we have ZnAL O, ceramic
compound of stoichiometric compasition doped with 1.50 %
of chlorine,

XRD measurements carried out on the ZnAlL O, coatings
depusited by spray pyrolysis Lechnique are presented in
Figures 2(a), 2(b), and 2(c). These XRD) patterns are shown
for ZnAl,O, at these three different substrate temperatures:
300°C, 450°C, and 550°C. The zinc aluminate coatings
remain in the amorphous state when deposited at substrate
temperatures up o 400°C (Figure 2(a)); as the substrate
temperature is incrzased to 450°C, some pealcs corresponding,
to hexagonal phase of ZnO (zincite, 1CCD Card File no.
36-1451) are observed in Figure 2(b). In case of the sample
deposited at 550°C Figure 2(c), only a cubic spinel erystalline
phase of ZnAlL Oy (gahnite) was found (ICCI Card File no.

tn

05-0669 [24]). The calculated lattice parameters (a = b = ¢ =
8.0859 A) for the cubic spinel phase in the films deposited at
550°C are in agreement with the reported values (a = = ¢ =
8.0848 A) [24]. Furthermore, it promoted the crystal growih
of this material with u preferential (311) orientation normal
Lo Lhe coalings surface. Considerable peaks broadening can
be observed due to the nanometric dimension of the grains
in the thin filn. By using the Debye-Scherrer furmula for
the broadening fitting curve XRD program, the particle size
was evaluated. The average particle diameter was around 20+
5 nm, considering that the grains are spheres.

The surface morphology of the polycrystalline ZnAlL O,
pellets sample obtained by chemical coprecipitation process
is presented in Figure 3 and its XRD measurements pattern is
shown in Figure 4 It is clear that this type of ceramic shows 2
smooth and homogeneous surtace morphology without any
observable porous region, Its average grain size is about §.5+
2.0 pm,

The biomaterial surface interaction between scaffolds und
tissue cells is a significant subject for biomaterials science
Information originating from (his interaction s essential
to aid the design and fabrication of new biocompatible
materials [25]. Our results showed that when we culture
uslechlastic cells on ZnAl,Q, nanostructured materials, the
cell morphology had attached and undergone significant
spreading, eluug;\led demanstrating areas, where ﬁlopodia
had intimately adapted with multiple cellular extensions
on the surface of the ceramic (Figure 5(b)). 1n contrast,
ostechlastic cells culture on ZnAl, O, bulk materials showed
neither or small elongation or extension (Figure 5(a)). These
morphological results could be supported by the results of
cell adhesion values after 4 and 24 h, presented as the cellular
percentage of attached cells in relation to control tissue
cultures plates, The cellular adhesion as the first step to assess
the compatibility of the cell-material interaction surface was
60 Lo 30% greater on the ZnAl, O, nanostructured material
surface where it should be noted that the adherent values
at all-time points were consistently higher when comparing
with bullk ceramic surfaces (Figure 6). Statistical analyses
indicated that there were statistically significant differences
in the cell response, where osteoblastic cells attachment
ceeurred preferred on the rough ceramic surface followed
by the smooth surface ceramic. Moreover, it is important
to remark thal increased cellular altachment oblained on
ZnALQ, bulk and 550°C thin film nanostructured materials
15 a good indicator that the surface is not toxic to the cells.
We perform the cell viability test assessed by the MTT assay
to confirm it. The results of the MTT assay are presented
as the optical absorbance al 570 nm as shown in Figure 7.
Both 7ZnAl,0, nanaostructure and hulk ceramics exhibited
excellent biocompatibility. Among the two ceramics, it can be
seen that cell viability is always higher on a nanostructured
material than a bulk material, where we found high levels of
M1T conversion and continue until day 7. This increment is
directly prapartional 1o the increase of metaholic active cells
on the surtace of ZnAl, O and inversely proportional to the
toxicity effect of the surface topography of the material where
significant differences in mean optical density are always
presented ws confirmed by Student’s £-test. This increase in
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Figure 6: Quantitative cell adhesion of osteoblastic cells sceded
on ZnAlLO, (m) bulk material and () thin films nanostructure
al T, = 550°C, after 4 and 241 of culture, expressed as percent of
cell attachment, Asterisk denotes significant differences (P < 0.05)
Hetween ceramic materials as determined by Student's #-test

adhesion and viability by MTT activity of cells could be
tavored for the presence of ZnAl, 0, nanoparticle material
These results are in agreement with the idea that topography
of extracellular microenvironment can intluence cellular
responses from attachnent and migration to differentiation
and production of new tissue [26-29]. Moreover, it has also
been reported that surface energy 1s amore imfluential surface
characteristic on cellular adhesion and preliteration [30, 31}
So the enhanced cellular adhesion and viebility on ZnALO,
nanostructure ceramic could be due to the positive influence
of the companent of the surface energy. Hawever, further
studies are needed with these materials to fully understand
the tissue cell material interactions,

4. Conclusion

ZnALO, nanostructure and bulk spinel ceramic have been
evaluated for their in vitro biocompatibility W explore their

Journal of Nanomateria.s

(b]

wstic cells after 24 h on (a) bulk ZnAl, O, ceramic
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Figurk 71 Cell viability cetermined by MTT ussay after 3, 5, and
7 days of cell culture on ZnAl O, (m) bulk material and (0} thin
films nanostructured at T, = 550°C. Error bars represent mean + Sk,
» = 3 cultures under each conditions. Asterisk deraotes signihicant
differences (P < 0.05) between ceramic materials as determined by

Student’s t-lesl.

potential to be used in dental implant and bone substitute
applications, The in vitro attachment and morphological
and viability responses of osteoblastic cells suggest that
nanostructured cerariic appears to be the most cunducive
to cells compared to the bulk ceramic surface. The results
of these studies could lead to a re.atively new generation of
biocers specific to the needs
of individual tissue types as bone or oral cavity.

ics with surface charucteris
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