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Abreviaturas 

 

PCL          Policaprolactona 
PLA          Poliácido láctico 
BMP          Proteína morfogenética de hueso 
TGF- β      Factor de crecimiento transformante β 
COL I        Colágena tipo I 
GAG         Glucosaminoglucano 
CO2           Dioxido de carbon 
SEM          Microscopía electrónica de barrido 
FTIR         Espectroscopía infrarroja con transformada de Fourier 
DC            Corriente directa 
TFE           2,2,2-trifluroetaol 
HFP          1,1,1,3,3,3-hexafluoruro-2-propanol 
CHCl3        Cloroformo 
α-MEM      Medio mínimo esencial  
DMEM      Medio modificado  Dulbecco´s  
SFB          Suero fetal bovino 
PBS          Amortiguador de fosfatos salinos 
FTIC         Isotiocinato de fluoreseína             
APC          Células presentadoras de antígeno 
HCL          Ácido clorhídrico 
EDTA        Ácido etilendiaminotetracético     
ELISA       Ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas  
MTT          (3-[4,5-dimetiltiazol-2-y]-2-5 bromuro difeniltetrazolio) 
ALP           Fosfatasa alcalina 
OPN          Osteopontina 
PDL-29     Proteína del ligamento periodontal 29 
PDL-48     Proteína del ligamento periodontal 48 
µCT           Microtomografía  
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Resumen 

La ingeniería de tejidos es una disciplina relativamente nueva, que se encarga de 

la búsqueda de estrategias en los tres diferentes campos que la componen como 

son la ciencia en materiales, células troncales y señales moleculares, con la 

búsqueda del estándar de oro que es regenerar los tejidos perdidos ya sea por 

trauma o por enfermedad. En este trabajo se realizó la síntesis y caracterización 

de andamios poliméricos que simulen las propiedades físico-químicas de la matriz 

celular de los tejidos que forman los tejidos de sostén del órgano dentario, con la 

finalidad de saber si estos andamios además de ser biocompatibles, inducen a 

mejor la respuesta biológica de células mesenquimales estromales tanto de 

médula ósea como de ligamento periodontal. Los resultados fueron la síntesis de 

andamios nanofibrilares que mostraron ser biocompatibles con las células 

mencionadas, además de inducir bajo ciertas condiciones la síntesis de tejido 

mineral. Este andamio podría en un futuro servir para mejorar la regeneración de 

los tejidos de soporte del diente, aunque, se necesita una investigación pre-clínica 

para determinar si existen aún riesgos, antes de pasar a ser utilizados en 

pacientes en la clínica dental. 
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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 illness. 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. 
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1 Medicina regenerativa y bioingeniería de tejidos 

La medicina regenerativa es una disciplina en donde se incluye la bioingeniería de 

tejidos, cirugía, trasplantes de órganos, ciencia en materiales, biología del 

desarrollo y la biología de células troncales. Esta disciplina tiene como objetivo 

fundamental, el regenerar órganos, sin embargo, dicha disciplina sigue en una 

constante y vertiginosa evolución, así como, incorporando nuevas disciplinas, ya 

que, en la actualidad se pretenden incluir biosensores, los cuales puedan detectar 

agentes que amenacen a determinado órgano, igualmente se está 

experimentando a últimas fechas la impresión 3D, en donde mediante el desarrollo 

de tintas biológicas, se puedan modelar con determinados programas 

computacionales los órganos y así trasladar este modelado en algoritmos 

matemáticos a una estructura en tres dimensiones, que además sea funcionales 

para remplazar órganos perdidos por múltiples razones (Gurtner and Chapman 

2016). 

La bioingeniería de tejidos, es una disciplina relativamente nueva y con un 

crecimiento exponencial, ya que tiene como principal objetivo regenerar los tejidos 

que conforman los órganos del cuerpo humano que han sido dañados, 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 función del órgano en cuestión. Dentro de 
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estos tres factores el primero de ellos, es el diseño y fabricación de andamios que 

simulen las propiedades tanto físicas, químicas y mecánicas de la matriz 

extracelular nativa, en donde se encuentran sostenidas las células propias de 

cada órgano (Reilly and Engler 2010; VadalÃ , 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 más 

prometedoras son las células troncales mesenquimales, ya que éstas, presentan 

una gran capacidad de proliferación, así como propiedades de inmunoregulación 

(Dominici, Le Blanc et al. 2006; Wada, Menicanin et al. 2009), que es importante a 

la hora de pensar en un rechazo que podrían presentar células ya comprometidas 

con un fenotipo determinado, finalmente dentro de las características 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 inducción que se le deberá proporcionar (Rodriguez-

Lozano, Insausti et al. ; Ashri, Ajlan et al. 2015; Zhu and Liang 2015). En tercer 

lugar, tenemos a las señales moleculares, donde principalmente se encuentran los 

factores de crecimiento y de diferenciación, como son la superfamilia de factor de 

crecimiento transformante β (TGF-β), el cual es un gen que regula una serie de 

genes que inducen funciones específicas a las células, así mismo, la familia de la 

proteínas morfogenéticas de hueso (BMPs),en específico la BMP-2 y BMP-7, que 

se utilizan en la regeneración de defectos de tejido óseo (Marx ; VadalÃ , Mozetic 

et al. 2012; Zhu and Liang 2015; Fawzy El-Sayed and DÃ¶rfer 2016) 
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Figura 1. Ilustración de la interacción de andamios, células y señales moleculares, para hacer posible la regeneración de 

tejidos y órganos.  

 

2 Matriz Extracelular 

La matriz extracelular, es una red conformada por diferentes proteínas, dentro de 

la que destaca la proteína colágena I (COLI), la cual es una proteína conformada 

por la repetición de tres aminoácidos, que son: la prolina, hidroxiprolina y glicina. 

Además de la proteína colágena existen otras moléculas que juegan un papel 

importante, como son residuos de azucares repetitivos llamados 

glucosaminoglucanos (GAG) y en menor medida otras proteínas. Esta matriz 

extracelular, le confiere la función de sostén a las células que conforman los 

tejidos, además de esto, la matriz extracelular posee funciones sensitivas y de 

señalización 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 

síntesis de andamios nanofibrilares (Figura 2) (Nseir, Regev et al.; Haaparanta, 
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Jarvinen et al. 2013). Ésta técnica tiene como fundamento la aplicación de un 

campo electromagnético a un polímero disuelto en diferentes tipos de solventes 

para generar sobre un colector metálico andamios en tres dimensiones, los cuales 

pueden estar compuestos de fibras tanto en escalas micrométricas y 

nanométricas, dependiendo la distancia que exista entre la punta de la jeringa que 

contiene el polímero y el colector metálico, dichas fibras presentan diferentes tipos 

de propiedades fisicoquímicas, dependiendo del polímero que se utilice para su 

preparación (Kai, Jin et al.; Kim, Park et al.; Liu, Thomopoulos et al.). A 

continuación se presenta una imagen del dispositivo de electro-hilado (Frenot and 

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

Figura  2. Ilustración del dispositivo de electro-hilado. El cual consta de un dispensador electrónico ajustable, en el cual se 

coloca una jeringa cargada con solución polimérica, un colector metálico 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 metálico, cerrando el circuito y 

haciendo posible el depósito de fibras poliméricas, diseñando así andamios nano-fibrilares.  

4 Polímeros 
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Los polímeros son biomoléculas sintetizadas por organismos vivos. Dentro de 

estos organismos vivos, podemos incluir plantas de muchos tipos, diferentes tipos 

de árboles e inclusive de bacterias. Estos materiales son escogidos como 

materiales que pueden ser utilizados en la medicina, ya que, son biodegradados 

debido a que átomos de oxígeno o nitrógeno son parte de su estructura principal, 

es decir, en su esqueleto químico. La biodegradación convierte estos polímeros en 

CO2, agua, biomasa y otras sustancias que son recicladas por procesos biológicos 

(Yadav, Yadav et al.).  

Existen diferentes tipos de polímeros con los cuales se pueden sintetizar mediante 

la técnica de electro-hilado andamios, dichos polímeros se pueden clasificar en 

dos grandes grupos dependiendo la naturaleza de su extracción, a continuación se 

ilustran (Figura 3) (Kim, Park et al. ; Gunn and Zhang 2010)  

                  Natural 

        Colágena     Gelatina     Elastina    Quitosano     Seda     Alginato 

                  Hidrolítica 

Biodegradación  

                  Enzimática 

 

                  Presente 

Sitios de unión a integrinas 

                  Ausente 

 

                  Fuerte 

Propiedades mecánicas 

                  Débiles 

 

                  Hidrofílica 
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Propiedades físico-químicas  

                  Hidrofóbica 

          

                  Sintético 

           PGA             PLGA           PCL         PLLA-CL        PVA         PVO              

                  Hidrolítica 

Biodegradación  

                  Enzimática 

 

                  Presente 

Sitios de unión a integrinas 

                  Ausente 

 

                  Fuerte 

Propiedades mecánicas 

                  Débiles 

 

                  Hidrofílica 

Propiedades físico-químicas  

                  Hidrofóbica 

 

Figura 3. Tipos de polímeros utilizados para la fabricación de andamios fibrilares. 

 

5 Tecnología de capa celular 

La ingeniería de tejidos es una disciplina que se basa en la interacción de tres 

factores fundamentales, como son: los andamios, las células y las señales 

moleculares. Sin embargo existe una limitante en el diseño de órganos, 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 años recientes se ha venido innovando en el desarrollo de 

nuevas técnicas que permitan recrear y mimetizar la conformación tridimensional 

que presentan los tejidos y lo órganos. Una de estas técnicas y que resulta muy 

prometedora en el área de la regeneración tisular, es el cultivo tridimensional en 

capas celulares (Meng, Leslie et al. 2014). 

Esta técnica se basa en la capacidad anfipática que presenta el polímero poli-

isopropilacrilamida, esté polímero posee la particularidad de ser hidrofóbico a 37°C 

lo que nos permite, cultivar una capa de células y que estas se unan entre sí, 

mediante uniones intercelulares hasta llegar a confluencia, y posteriormente al 

cambiar la temperatura a 20°C, el polímero se torna hifrofílico, lo que nos permite 

un desprendimiento súbito de las células y que estas se mantengan unidas entre 

ellas, sin la necesidad de utilizar agentes enzimáticos para realizar este 

desprendimiento (Figura 4). Esta técnica se ha aplicado para la regeneración del 

ligamento periodontal, sin embargo, la capacidad es limitada debido a la labilidad 

de la capa celular, ya que, a pesar de que se formó tejido, no se pudo regenerar el 

cemento radicular, esto tal vez debido a que no se utilizó ningún 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 órganos 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 hidrofóbico a 37°C e hidrofílico a 20°C (izquierda). 

Desprendimiento súbito de la capa celular, sin la necesidad de utilizar agentes enzimáticos. Ésta técnica, brinda la 

posibilidad de construir tejidos en tres dimensiones, imitando así la condiciones de los tejidos y órganos del cuerpo humano.  

 

6 JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

En años reciente, las investigaciones enfocadas a la regeneración 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-

topografía y las interacciones que se dan célula-matriz-sustrato ocurre en escalas 

nano-métricas del tipo fibrilar. Tal consideración ha generado un incremento en 

elucidar los efectos biológicos de las superficies fibrilares. Así este estudio 

pretende contribuir a entender como la topografía puede ser capaz de influenciar 

el ambiente celular y la diferenciación, sugiriendo nuevas líneas de investigación al 

proponer que la influencia puede estar relacionada en función de la morfología 
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superficial, es decir si nosotros manipulamos el tamaño de las morfologías 

superficiales de las fibras poliméricas para poder imitar la estructura física de la 

matriz extracelular nativa de los tejidos del cuerpo humano, llevando a que 

adquieran nuevas propiedades físico-químicas y de topografía superficial como 

interconexión de poros, una alta reactividad volumen/superficie; una gran 

resistencia ¿se aumentará la biocompatibilidad y la biomineralización generada 

por las células diferenciadas hacia fenotipos periodontales en este tipo de 

morfología? Si las membranas poliméricas están constituidas por partículas nano-

estructuradas del tipo micro- y/o nano- fibrilar, ¿qué efecto tiene respecto a la 

morfología celular de células mesenquimales estromales diferenciadas hacia 

linajes periodontales? Si las membranas poliméricas están constituidas por 

nanofibras, ¿qué efecto tiene respecto al depósito de matriz extracelular y a la 

infiltración 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 básicos de cómo la topografía 

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

 

a) Objetivo General 

 

Caracterizar andamios nano-fibrilares poliméricos sintéticos, naturales y 

biodegradables de PCL, PCL/Gelatina y PLA sintetizados por la técnica de electro-

hilado que faciliten y guíen la respuesta celular -adhesión, proliferación y 

diferenciación- de las células  mesenquimales estromales derivadas de médula 

ósea y células  mesenquimales estromales derivadas de ligamento periodontal. 

 

b) Objetivos Específicos 

 

Caracterización de andamios nano-fibrilares poliméricos de PCL, PCL/Gelatina y 

PLA que simulen propiedades biológicas (adsorción de proteínas y 

biodegradación), específicos para regenerar tejidos dentales. 

 

Establecer el efecto de la morfología superficial de las nanofibras de PCL, 

PCL/Gelatina y PLA en la adhesión y proliferación de las células mesenquimales 

estromales derivadas  de médula ósea y células  mesenquimales estromales 

derivadas de ligamento periodontal en cultivos celulares in vitro. 
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Determinar la diferenciación celular evaluando la interacción de las células 

mesenquimales estromales derivadas de médula ósea 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 bioingeniería de tejidos. 
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8 HIPÓTESIS 

 

Los andamios nano-fibrilares de PCL, PCL/Gelatina y PLA guían la respuesta 

celular -adhesión, proliferación y diferenciación- de las células mesenquimales 

estromales derivadas de médula ósea y células  mesenquimales estromales 

derivadas de ligamento periodontal como uso potencial en la Bioingeniería de 

Tejidos Dentales. 
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9 METODOLOGIA  

9.1 TECNICA DE ELECTRO-HILADO 

9.1.1 Diseño de Andamios Electrohilados  

EL aparato de electrohilado que fue utilizado pare el diseño consiste de tres 

componentes principales: 1) un sistema de propulsión 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 metálicos conectados entre sí; 3) una 

generador de polaridad única 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 cámara Plexiglass para aislar el sistema de campos 

externos y evitar cambios en las condiciones durante el proceso de electro-hilado. 

El proceso de elaboración de las membranas electro-hiladas, se llevó 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 compañía 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 (CHCl3) por 

separado, bajo agitación magnética a 37°C toda la noche. Para generar las 

soluciones de PCL y Gelatina dos proporciones de soluciones serán consideradas 

una de baja concentración (10% peso/volumen) y otra de alta concentración (80% 

peso/volumen) respectivamente. Para generar las membranas biohibridas; las 

soluciones de PCL y Gelatina fueron mezcladas para obtener una única solución 

de PCL/Gelatina (50/50 peso/peso) en TFE con una concentración polimérica de 
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0.1 g/mL. Las solución de PLA 10% se preparó disolviendo en una solución de 

etanol/cloroformo 90/10 v/v, 10 gr de PLA m/v con agitación magnética durante 

toda la noche.  

Las soluciones de cada polímero (PCL, PCL/Gelatina y PLA), serán puestos en 

una jeringa de 5 mL con una aguja hipodérmica de 18 Ga conectada al polo 

positivo (BD Plastipack). El polo negativo estará ubicado en una plataforma 

metálica recubierto por papel aluminio para recolectar las fibras electro-hiladas. 

Durante la técnica de procesado por electro-hilado fueron considerados diferentes 

parámetros para optimizar la morfología 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 será fijada en 14 

cm; el voltaje de 13 kV/cm y la velocidad del flujo será de 0.1, 0.5, 1 y 3 mL/h por 

un tiempo de depósito de 8 a 10 h para garantizar que sean procesadas la misma 

cantidad de volumen de las tres soluciones electro-hiladas 

9.2  ENSAYOS BIOLÓGICOS  

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 extraídos por motivos ortodoncicos. Las células troncales 

periodontales fueron removidas de la superficie de raíz dentaria utilizando el tercio 

medio de la raíz anatómica, utilizando una hoja de bisturí, posteriormente el 

ligamento periodontal se digirió mediante reacción enzimática, utilizando tripsina al 

20% por 20 minutos a 37°C. La suspensión de células fueron tratadas con medio 
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fresco para detener la actividad enzimáticas, después la suspensión fue 

centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante fue descartado seguido 

de la adición de medio fresco, resuspendidas y sembrado  en placas de 24 pozos, 

esto para la adhesión del tejido y cultivado en α-MEM suplementado con 10% de 

SFB (Sigma-Aldrich), 100 µg/mL de penicilina/estreptomicina a 37°C en un 

ambiente húmedo de 5% con CO2. 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 alcanzó confluencia después de 2 a 4 semanas, se consideró el pasaje 

número 1 (Flores, Yashiro et al. 2008; Tran, Doan et al. 2014).  

9.2.2 Cultivo de células mesenquimales estromales derivadas de médula 

ósea.  

La línea celular de humano referente a las células madres mesenquimales 

derivadas de médula ósea fueron gentilmente donadas por el Dr Juan José 

Montesinos. La células fueron extraídas de la médula ósea de pacientes y están 

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 µg/mL de estreptomicina, y 100 µg/mL de gentamicina 

(todos las soluciones fueron obtenidas de Gibco BRL). La línea de células 

mesenquimales estromales, fue utilizada para caracterizar la biocompatibilidad y la 

bioactividad (modelos de diferenciación 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 atmósfera de 95% de aire y 5% de CO2 en un ambiente con 100% 

de humedad(Castro-Manrreza, Mayani et al. 2014). 

9.2.3 Caracterización de las células mesenquimales estromales derivadas de 

ligamento periodontal. 

La caracterización inmunofenotípica y la capacidad de diferenciación 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 realizó el análisis citometría de flujo del cultivo de las 

células mesenquimales estromales derivadas de ligamento periodontal. Un total de 

2 x 105 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 solución 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 FlowJo ver. 2.6 (FlowJo LLC, Ashland OR, USA). 
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La diferenciación adipogénica y osteogénica se indujo mediante el Kit  Stem Cells 

KitTM (Stemcell technologies, Inc., Vancouver, BC, Canada). La diferenciación 

adipogénica se determinó mediante la visualización de la presencia de vacuolas 

del reactivo Oil Red O-stained (Sigma-Aldrich)  La diferenciación osteogénica se 

midió por medio de la tinción de la fosfatasa alcalina. La diferenciación 

condrogénica se indujó con el medio de inducción  (Cambrex Bio Science, 

Walkersville, Inc., MD, USA), que fue suplementado con 10 ng/mL del Factor de 

Crecimiento Transformante beta (TGF-β, Cambrex). Las micromasas obtenidas 

fueron fijadas, incluidas y cortadas. Los cortes fueron teñidas 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; adhesión celular, de proliferación celular y de viabilidad 

celular. 

9.3.1 Ensayo de Adhesión Celular 

Para establecer el efecto de las membranas electro-hiladas sobre la adhesión 

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 

2x103 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 ósea y 



  

 
26 

 

las células  mesenquimales estromales derivadas de ligamento periodontal que se 

expandieron en cajas de cultivo de 75 cm2, las células fueron lavadas con PBS, 

tripsinizadas y diluidas en el medio de cultivo alfa-MEM a la concentración 

especificada párrafos arriba para ser sembradas sobre las membranas 

electrohiladas. Pasado el tiempo de incubación propuesto la adherencia celular fue 

evaluado por medio de cuantificar la absorbancia del colorante acoplado a la 

membrana plasmática de las células adheridas sobre los andamios que será 

extraída con 500μL de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 1%. De la solución 

obtenida se tomaron 100μL que se colocaron en un pozo de una placa de 96 

pozos para ensayos de ELISA y fue leído en un espectrofotómetro 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 estándar 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 (plástico). Los 

experimentos de adhesión celular se realizaron por triplicado, repitiéndose por lo 

menos tres veces. 

9.3.2 Ensayo de Viabilidad Celular (Citotoxicidad) 

El análisis de la viabilidad celular, se llevó 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 5.0x104 por triplicado por 
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3, 7, y 9 días 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 

incubación, se retiró el sobrenadante, a la caja de cultivo se le adicionó una 

solución con 0.04 M de ácido clorhídrico (HCl) en isopropanol y la placa se llevó a 

un lector de ELISA, para obtenerse la densidad óptica a una longitud de onda de 

495 nm. Debido a que la generación del producto azul es (directamente) 

proporcional a la actividad oxidativa de la enzima deshidrogenasa, la disminución 

de los valores que se obtengan en la absorbancia a 495 nm nos indicó una medida 

de la viabilidad celular. Los experimentos se realizaran por triplicado repitiéndose 

tres veces. 

 

9.4 Interacción célula-material 

Los análisis de la interacción 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 localización 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 1x104 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 último se lavan con agua destilada y se 
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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 polímeros que incrementan la 

adhesión celular se sembraron 2x106 células y se incubaron a 37°C por 3 horas; 

pasado el tiempo de incubación, las cajas se volvieron a incubar a 27°C para 

inducir una separación de la monocapa del polímero. Se extrajo lentamente para 

no distorsionar la monocapa, y se volvió a sembrar en otra caja donde 

previamente se ha sembrado con la misma cantidad de células antes mencionada, 

y se incubó  a 37°C. Este procedimiento de cultivo en capas se continuó 

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 

líneas celulares fueron tratadas con medio osteoinductor α-MEM,  suplementado 

con 10% de SFB,  50 µg/mL de ácido ascórbico, 10 mM β-glicerofosfato y 10-7 de 

dexametasona y una solución de antibióticos compuesta por penicilina (100 U/mL) 

y estreptomicina (100 µg/mL). 

9.5.1 Caracterización de Tejido Mineral Depositado 

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

características de la fase mineral formada por las células tridimensionales, que 
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fueron mantenidas en diferenciación sobre los andamios hilados de PCL, durante 

21 días. 

9.5.2 Caracterización por FTIR  

Los cultivos 3D de las células mesenquimales estromales derivadas de médula 

ósea y de las células mesenquimales estromales derivadas del ligamento 

periodontal, que se cultivaron sobre los andamios de PCL, se sometieron a 

análisis espectroscópico 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 proteínas, carbohidratos, material genético y tejido 

mineral, depositado para determinar la síntesis de tejido mineral. El andamio de 

PCL carente de células fue utilizado como control  donde se localizaron las bandas 

características del PCL. 

9.5.3 Caracterización por RAMAN 

Los cultivos 3D de las células mesenquimales estromales derivadas de médula 

ósea y de las células mesenquimales estromales derivadas del ligamento 

periodontal, que se cultivaron sobre los andamios de PCL, se sometieron a 

análisis espectroscópico RAMAN utilizando el equipo DXRTM Raman Microscope 

(ThermoFisher, SCIENTIFIC), con el láser a una longitud de onda de 745nm, para 

localizar las bandas correspondientes a proteínas, carbohidratos, material genético 

y tejido mineral, depositado para determinar la síntesis de tejido mineral. El 

andamio de PCL carente de células fue utilizado como control  donde se 

localizaron las bandas características del PCL Figura7. 
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9.5.4 Micro tomografía. 

Las muestras se introdujeron a un microtomógrafo (Albira ARS, Oncovisión) donde 

el campo de visión se ubicó 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 imágenes de alta resolución. Posteriormente se 

reconstruyeron los 516 cortes que arrojo la adquisición de cada una de las 

muestras en el software del equipo. Para obtener las imágenes en 3D se 

procesaron dichas reconstrucciones en el software Osirix MD y se realizaron 

comparaciones entre los grupos. Para evaluar cuál de las muestras presentaba 

mayor densidad, se generó una ROI (región de interés) de 1 mm por lado en el 

centro de la muestra y se cuantificó por medió del programa PMOD la densidad de 

cada una.  
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10 Resultados 

10.1 Síntesis de andamios nano-fibrilares  

Se lograron sintetizar andamios nanofibrilares de PCL, PCL/gelatina y PLA 

desordenadas, mediante la técnica de electrohilado cuyo diámetro de fibra oscila 

entre 200 a 400 nm, lo cual nos indica que las condiciones establecidas, tanto de 

la preparación de la solución polimérica, como la de preparación del sistema son 

las adecuadas para la síntesis de andamios que simulen las características de la 

matriz celular nativa. Así mismo, se logró medir el tamaño de poro, es decir, el 

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

a 2200 nm (Figura 5). 

 

Figura 5. Micrografías electrónicas de barrido de las membranas hiladas de PLC (a), PCL/gelatina (b) y PLA (c). El análisis del tamaño de 

las fibras por el programa Images J nos arroja promedios de diámetro 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 Caracterización 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-1 (CH2 asimétrico), 2865 cm-1 

(CH2 simétrico), 1727 cm-1 (grupo carbonilo), 1293 cm-1 (C-O y C-C) y 1540 cm-1 

(COC asimétrico) (Ghasemi-Mobarakeh, Prabhakaran et al. 2008) caracteristicos 

del PCL. Asimismo, se observan las bandas correspondientes a las proteínas que 

aparecen aproximadamente en 1650 cm-1 (amida I) y 1540 cm-1 (amida II), que 

corresponden a las vibraciones de los enlaces C=O, N-H y C-N respectivamente. 

La banda en 1650 cm-1 es atribuida a la α-hélices y enrollamientos al azar 

correspondientes a la gelatina (Ki, Baek et al. 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Espectros de FTIR de los andamios de PCL (a) y PCL/Gelatina (b) que corresponden a la vibración de los enlaces característicos 

del polímero y de la gelatina.  
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En la figura 7 se muestran las bandas a aproximadamente a 860 cm-1 que 

pertenece al C-COO, a 1180 cm-1 perteneciente al enlace C-O-C del grupo éster y 

a 1400 aproximadamente perteneciente al CH3 característico del espectro PLA.  

 

 

 

Figura 7. Espectros de FTIR de los andamios PLA que corresponden a la vibración de los enlaces característicos del polímero de ácido 

poliláctico.  

 

10.3 Adhesión celular 

La evaluación de la adhesión celular se realizó 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 adhesión al 

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

andamios de PCL. 

 

10.4 Proliferación celular 

Para evaluar la proliferación celular, se realizó el ensayo de MTT de las células 

mesenquimales derivadas de médula ósea 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 proliferación celular a 

los tres días, comparadas con las células mesenquimales derivadas de médula 

ósea en las tres condiciones, sin embargo, las células troncales sobre los 

andamios de PCL/Gelatina, presentan diferencias significativas (P≤0.005) en la 

proliferación comparadas con los fibroblastos del ligamento periodontal. A los siete 

días de cultivo, ambas líneas celulares presentan la misma tasa de proliferación 

sobre las tres condiciones de andamios. Sin embargo, a los nueve días de cultivo 

se invierte el efecto de la proliferación, es decir, los fibroblastos del ligamento 

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

proliferación más alta (Figura 9). 

 

 

Figura 9. Gráfica lado derecho. Ensayo de proliferación celular a los días 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 

proliferación al día 9 en el andamio de PCL. Gráfica lado izquierdo. Ensayo de proliferación célular, donde las células 

mesenquimales estromales derivadas de médula ósea presentan una mayor proliferación al día 3, sobre los andamios de 

PCL. 

 

10.5 Interacción célula-material 

Para confirmar el ensayo de proliferación celular, el ensayo de viabilidad celular se 

realizó por medio del método de calceina, los resultados muestran  que los 

andamios no son tóxicos para las células. En la figura 10 se pueden observar las 

células viables teñidas de color verde, esto debido al metabolismo de las células, 

además se puede apreciar la morfología que adquieren al estar en contacto 

directo con el patrón fibrilar de los andamios poliméricos. 
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Figura10. Se ilustra la interacción de las células con los andamios de PCL, PCL/gelatina y PLA por microscopía confocal a 

las 24 horas de cultivo celular. 

 

10.6 Caracterización de los cultivos 3D 

Después de 21 días de cultivo, las capas celulares de células troncales 

mesenquimales y las células troncales derivadas de ligamento periodontal, se 

observaron mediante microscopia electrónica de barrido (Figura 11). En las 

imágenes se pueden apreciar, la construcción en tres dimensiones del tejido, 

sobre los andamios de PCL. Para garantizar la construcción del tejido en tres 

dimensiones, las capas celulares sobre los andamios de PCL, se visualizaron 

mediante microscopía confocal, donde se puede observar mediante la 

fluorescencia, que el tejido está siendo formando en un espesor de 6 a 7 capas 

(Figura 12). 
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Figura 11. En el panel superior corresponden a microfotografías 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 microfotografías de células mesenquimales estromales derivadas de médula ósea (d-f). En ambos casos, 

se presenta la conformación en capas celulares del cultivo 3D.  
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Figura 12. Microfotografía de cultivo 3D por microscopía confocal. (a y b) Corresponde al cultivo en 3D en capa celular de 

las células mesenquimales estromales derivadas de médula ósea y (c y d) Corresponde al cultivo en 3D en capa celular de 

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

 

10.8 Caracterización de cultivos 3D por FTIR  

Los espectros infrarrojos obtenidos muestran las bandas características del PCL, 

así como, la de los cultivos 3D con medio normal y medio mineralizante (Figura 

13). Al amplificarse el área de interés podemos apreciar las bandas que 

corresponden a las amidas I y II respectivamente a 1660 y 1550 cm-1 con ambas 

condiciones de medio. Sin embargo, se logran apreciar también bandas a 960 y 

1032 cm-1, de los grupos fosfato, en los cultivos tratados con medio osteogénico 

(Figura 14). Estos resultados fueron corroborados con espectroscopia RAMAN, 

descrita líneas más 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura.14 Magnificación del área de interés, donde se logran apreciar las bandas correspondientes a las amidas I y II, así 

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

Los espectros obtenidos, muestran las bandas características de presencias de 

proteínas principalmente las bandas que van desde 1283 cm-1 a 1658 cm-1 que 

corresponden a los grupos amina I y II respectivamente de las proteínas, esto en 

los cultivos en 3D (Figura 15) sin embargo este patrón no es visible en el andamio 

control, en el cual no están presentes (Figura 16). Además de estos grupos amina 

presentes en los cultivos, el cultivo también es posible observar las bandas que 

corresponden a lípidos que van 1095, 1575 cm-1, fosfolípidos de 1065, 1127, 1301 

cm-1, hidroxiprolina 950 cm-1 prolina 921 cm-1. Sin embargo existen otras cuatro 

bandas presentes únicamente en el cultivo 3D inducido con medio osteogénico 

que corresponden a PO4
3- en las bandas  960, 1030, 1106 cm-1 y CO3

-  en 

1070cm-1 (Figura 17). Esto nos indica que este cultivo inducido se encuentra 

sintetizando material mineral. El PCL por su parte presenta el patrón típico de 

bandas para éste material. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura.15.. Espectro correspondiente al cultivo 3D,tratado con medio normal, y su patrón de bandas característico. 

Amida I 1658 cm

-1

  

Amida III 1284 cm

-1

  

Lípidos 1095, 1575 cm

-1

  

Fosfolípidos 1065, 1127, 1301 cm

-1

  

Hidroxiprolina 950 cm

-1

  

Prolina 921 cm

-1

 



  

 
41 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura.17 Espectro correspondiente al cultivo 3D,tratado con medio osteogénico, y su patrón de bandeo 

 

 

Figura.16 Espectro correspondiente al cultivo 3D,tratado con medio osteogénico, y su patrón de bandas característico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Andamio de PCL con sus bandas características 
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10.10 Caracterización por µCT 

Las imágenes tridimensionales fueron adquiridas con tomografía micro 

computarizada, en los cuales, se pueden apreciar las capas celulares que 

muestran la arquitectura característica estar creciendo durante 21 días. 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 mineralización se observan el crecimiento constante de las capas 

celulares una densidad homogénea (Figura 18a). 

 

Figura 18. Determinación del patrón 3D obtenido por microtomografía del área 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 

mineralización en el andamio de PCL con inductores de la osteogénesis. Las reconstrucciones de imagen se realizaron con 

una resolución de 18 mm. Los círculos indican los bordes de las capas celulares que se mantuvieron en cultivo durante 21 

días. 
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10.11 Caracterización por medio de RT-PCR 

Transcurridos los 21 días de cultivo, se realizó la extracción del RNA mensajero de 

los cultivos 3D fabricados, y se realizaron los RT-PCR, de moléculas asociadas al 

proceso de biomineralización., para posteriormente realizar la semicuantificación 

con el programa Gel Quatum Express. Se obtuvo expresión 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 existió presencia de los mensajeros del ligamento 

periodontal, es decir, PDL-29 y PDL-48 (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura.19. Izquierda. Semicuantificación de la presencia de los ARNm de moléculas asociadas al proceso de mineralización, 

en los cultivos 3D correspondientes a células mesenquimales estromales derivadas de médula ósea; siendo negativos a 

moléculas  expresadas por células mesenquimales estromales derivadas del ligamento periodontal. Derecha. 

Semicuantificación de la presencia de los ARNm de moléculas asociadas al proceso de mineralización, 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, así como, moléculas asociadas al proceso de mineralización. 

Células mesenquimales estromales derivadas de médula 
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Células mesenquimales estromales derivadas de 
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11 Discusión 

La bioingeniería de tejidos es una disciplina que necesita tener una interacción 

entre los tres grandes pilares en los que se basa ésta, que son la ciencia e 

ingeniería en materiales, la investigación en células con potencial en la 

diferenciación a distintos tejidos y la señalización molecular, sin embargo, aún nos 

encontramos lejos de obtener los resultados tan esperados, que se resumen en la 

regeneración de órganos y 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 están formados por fibras 

con diámetros en escalas nanométricas. Dichas escalas se ha reportado que 

tienen una influencia directa en la respuesta celular y que por ende pueden activar 

señales de mecanotransducción cuando las células sensan la topografía y se 

propone que este sensado es en respuesta a los tamaños en que se logran al 

manipular las soluciones poliméricas por el hilado, las escalas nanométricas se 

propone que podrían inducir por si solas hacia un determinado linaje celular por 

parte de las células troncales ya que la energía superficial que se logra por la 

nanotecnología 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 

favoreció el proceso de adhesión a periodos cortos y el de proliferación 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 adhesión y proliferación, sin embargo la cristalinidad y sus 

propiedades fisicoquímicas parecería afectar la respuesta cuando se compara con 

el andamio que mostro tener un mejor comportamiento como fue el andamio de 

PCL. 

Los estudios de interacción célula-material por microscopía confocal indica que la 

disposición que adquieren las células en los andamio son de forma alargada. Esta 

disposición alargada podría ser mediada por moléculas de adhesión de las células 

como, por ejemplo, las integrinas que detectan la morfología fibrilar y que le 

permiten a las células poder comenzar con el proceso de adhesión celular y al 

cambio en la citoarquitectura celular debido a que el receptor manda la señal 

intracelular y se activa una modificación en las fibras de actina que responden a la 

superficie en rangos nanométricos y fibrilares lo que indica que las células están 

acostumbradas a crecer en matrices fibrilares porque imitan los rangos 

encontrados en las MEC de los tejidos dentales como las fibras de colágena tipo 1 

y tipo 3. Así mismo podemos observar que al tener mayor área superficial provista 

por la nanoestructura de los andamios, las células adaptan su morfología a la 

forma del andamio es decir empiezan a seguir el patrón topográfico de las fibras, 

mejorando así la adhesión celular, lo cual es un prerrequisito para un andamio 

biocompatible. Esto corrobora los ensayos de adhesión celular, donde las células 

de ambas líneas, muestran una mayor adhesión celular sobre los andamios 

fibrilares poliméricos.  
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Los ensayos de viabilidad celular confirman lo que los ensayos de adhesión 

muestran, como estos andamios de PCL, PCL/gelatina y PLA, no son citotóxicos 

para líneas celulares. Esto comprueba que durante el procesado de las fibras por 

la técnica de hilado, los solventes utilizados son evaporados par la formación de la 

topografía fibrilar y que posteriormente por el proceso de esterilización para los 

cultivos celulares, no existen riesgos de toxicidad a los cultivos celulares (Valente, 

Silva et al.). Así 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 proliferación celular.  

No obstante, en todos los andamios sintetizados, los andamios fibrilares de PCL 

fueron los que presentaron mejor respuesta biológica, ya que, ambas líneas 

celulares muestran una mayor adhesión y proliferación. Esto contrasta con 

estudios antes publicados que mencionan que las características que adquiere el 

polímero PCL en rangos fibrilares obtiene una energía superficial que hace que las 

proteínas 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 

caracterización de cultivos tridimensionales. Los cultivos tridimensionales, se 

lograron caracterizar mediante SEM donde se aprecian las capas celulares, sin 

embargo, se realizó la caracterización por microscopía confocal donde se 
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corrobora la construcción de las capas celulares (Flores, Hasegawa et al. 2008). 

Estos cultivos al inducirlos y compararlos, mediante las técnica de FTIR, RAMAN, 

µCT 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 

inducción hacia un fenotipo predeterminado nos pueden dar la construcción de un 

tejido similar a los tejidos perdidos por la enfermedad periodontal, que como se 

mencionó en capítulos anteriores es una de las principales causas de pérdida de 

órganos dentarios (Flores, Yashiro et al. 2008; Gao, Li et al. 2015). Las pruebas 

espectroscópicas 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 formación de hueso compacto, donde las bandas de mayor 

interés son las que corresponden a la presencia de proteínas y específicamente a 

la presencia de prolina e hidroxiprolina. Estas bandas vibracionales son 

características de la presencias de una matriz extracelular, donde la que prevalece 

es la proteínas colágena. 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 nucleación y maduración 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 µCT 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 analizó la presencia de genes característicos que están 

involucrados en el proceso de biomineralización (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 

morfología fibrilar en rangos nanométricos. 

La escala topográfica de las nanofibras de las membranas sintetizadas se 

encuentra en las escalas reportadas de la colágena de las matrices extracelulares 

de tejidos dentales. 

Las membranas poliméricas fibrilares de PCL fue la que mostró 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 aproximación de 

los eventos que suceden en los tejidos con la finalidad de proponer un modelo de 

regeneración 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 características del componente 

principal, colágena, calcio y fosfatos.  

El andamio nanofibrilar de PCL podría ser una opción para la regeneración 

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

Las perspectivas a futuro de esta investigación, 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 tamaño crítico para 

poder saber si el material solo o en conjunto con las capas celulares pueden 

reparar este defecto de tamaño crítico en modelos animales. Así mismo se puede 

realizar andamios aglomerados de PCL para poder saber si es eficaz este tipo de 

materiales, pensando en la regeneración de los tejidos periodontal en un futuro. 
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Copynghl e 201) 10$( tui, SuóÍn:t -Fr4I1UJ t1 ~J. 11\15" 1n open :;¡cedo ar ll.:kdinribl.ll';u l-n<.k~ ,he Cre,lhn' Common¡ Attribution 
LlCen' ... "'hleh r~rmitG UIH'Cltrk!nl u",,', dl!lr iOOtltll. ""0 rcprodl.ctio., ¡ 1 a"y nW.l iulII, p ro\'l d~d the n .. g¡n~l Wcrot is propo:rJy 
cilal. 

C~ralll¡~ .~an·()lds :e< wl'k,y <r\ltli~J m the li$succn~in.:e l ¡lI~ fldJ J u¿ tu tll<' r pulcl,ti ~t in m~,lic¡ 1 up?lk"t ivllo ,tS bvno: S'Jb~l l rllk'¡ 

or ~.~ hOl1t-lill i1"g m:lIeru l~ '1 he PU(?QI .. ofIJu~ ¡tuJy \\",Ii ItI i!lYt'stlgll~ thf' ..rre.:t ot 5urf~c .. r.lorFhoI"F;rU{ n,1II0Sl.ruCtll r~ t ~1II t,I,'1 
of Zr:AI¡O, prepara! I'oy ~J~ p~roly> ,s ano hulk pdltts vf pulyaysIJll .llt' l'.nAl¡O¡ pr~pM~d by ch<mi',l.J cuprl'clp iUlion 1l~1{ I¡on 
ur. th .. ¡., ,'¡I,U ~d . auhr~'on. viabJily, "nd ,dl·m~I~ , i.1 irnn-:I(tiom of >tleobb, l,c celb. Ou' 'I'~ ult shu .... rd Ih;\l cell ~1I:"",\nlCnl 
W4$ ~i!:l1i ti(~nll)' t"hann'tllrol1l 60 IU 80'1io "n the Zu .... IJO. n:II\Oslnlc ' IIr~J mat",i,,] I\lrf&~" •• he" {U11WMtU wllh bulk ( f"rJD,ic 
5urLc~~. Mon:over. Qur f .. >ultuhow~d :hat Ih,'bal an,~ uf I1IO,phOlcgi(al " rop~lIlesof lh .. lhin film n;lIlOólructu,ecemmlC , m"ro"'~1 
«"1J' l\I al~ ,ial jmcr~.~1 In" "'ith enbnced spr~adi1'l¡; 411.1 fllv¡>Otlw with mult¡r1t ,dlul"r .. !tlc.uion¡ on the ¡,urf.1Ct oft:lt Ctr~mic and 
('1lh~tlcing (tll vi;¡blhl)"p-oliltr:ltion in ,on,¡>ariKln "',th bul\': (eramlr wr"aces us .. d as co., trol. Altogdht'"r, tll~~e rfStllls sugp:st 
thd lill( i\lumln~tt nano!>tnl<;l\.fed nlut~ri~b h~", ~ gre¡¡t putt'nt~l i 1(. be u$Cd ;1'1 Jcntal impl~nt ¡¡¡IU bOlll' SUbstl'"It' arr tk"tions. 

1. Introd llction 

Oxide spind ffi,l.terial IS a \'t'ry brge group of ~t n!( t urully 

rdntt-d COOl¡JUl.lI1ds !tI. many of ~hich ar,' or wnsidcl"LJk 
ltd lllulugical or gt'o lo8"::l1 importon" (2 ]. Spilld~ exhibi':I 
\Vidr Tangt'of electronic .. nd m:\gll<: tk jl lupcrtlrs. Thi' 1101"ll\al 
¡pme' is a t)'pklll I.'x:unple 01 a malrrial \\"\lh Ihe genera! 
lo rm u b (X) iY],O~, wlH:r~ X J. l1d Y 3ft' I.h V".llenl and trinlICl:! 
iOIlS, f.::.~pccti\"dy, aud Ihe ~)'mbl)ls () 3nu 11 Tefer 10 the I! 
Idrahl'"dr¡! coordinah'd ... si tes and 16 oct~htdr.11 ~oVldin:lIed 
fI ~i!~~, r~~J1"(! IV~!y, w¡thin tlt .. cubio.: ..:dt. ZII .'\ 1.04 is ~m <1x ld<," 

spl1ld \V .m:l close P¡¡C~I.'¡\ face cO::lltcrcd (ub ,c srructure and 

FJ3 m sp'lce groo? l>¡mmd ' y !31 Mur~uwr, ill1 b,md gap of 

).11 eV makc~ .1 tI ;\Jl~ Jla rt'nl ror h ghl P()$sc,:~ing wllvde"'l! lh~ 

>320 flm; lhe~c c harilcter istlcs :.I llow 10 ti'" 1I as il hU.lllattice 
rur .lppl ¡~al lllns In thm filr.! dC(lrol utninescent Jbp l dy~, 

IIlcchanoopti(al ~Iress ~ensOf5, und streiS llll.lging de,· kl'~. 

On Ihe olher h~nd. úis nlat<: rial h¡¡s ~lJod c:llillytir prop('rti~s 
SUCh:l5 cracking, dchyJ ralivn. and dt'hydrogenation !1J Tho: 

spind únc JJumillat~s have heen widdy us<,d as c(rami.: 

:md ,u; C~l,ll ylic mah'r tal in ch cmical llml. pe t rodll~ IlIlCil l 

i 1I1.J~lr ieS !5! '11'Id more Tect'l1tly as tTan~v,m:n l condur
lor. R~g'l n.hng tne biologkal appliültiull p(){t'rJi:!ls of thi, 
ZnAlzU 1 ccramic m~teri,,1 ill th il1 lil ms ¡Incl ,n hld \:: are v.::ry 
s.:an.:e. Th:: scMch rol' wne sllb~,i'll'e IS st ill a challcr.!!c 10 
rc~\'archcrs. lllc compo.<i h ll:l , :1$ weJl a5 Ihe lopo¡;raphy, uf 
sudl 11I¡lterials l~ of Importanc," tord('\e rm' ll in¡t the bioJogiC3 1 
response In ~tlch Ilmteri'lls !6J. '( he roughncss o~ m :\r .. nals 
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i~ con~irli!ree! tn b~ importan! ro prt'rlirt in!l'rf~cill bl'h:rliinr 
al tJw materi~I-lissue interface md its int!!r'lction with the 
biologknl en~-irú!lll1e rlt_ Surface rollghlless intluences .:ell 

bioaclivi ty, b~ing impurlant in st.'Vad b(JIle formal ion ~ t ages, 

i!I,_ luuillg <lulJniuIL, v/ulifn'll il)ll, u in-trt" ll¡i"liJI1, sylllhe~i) uf 
bone nutrix_ malunltion, ~nLl cal:iliGII hm (11'111" tis~lIe on 1 he 
mlH:ri,lh ~urface )-IIJ]. H<:~jd<:~. bioacli\'ity Dr bioin<!rtncs~ 

could rt"sult in materi~l& with ,iifferent physical char~cteristic 
Ihilt could inf.ucnc~ biologicu l bdHl\'ior [n , 12 ]_ Hccently, a 
llumb~r of stud ies !!;lve been ( arriee uut tu illVe~tigak tlle Z IL ' 
dúped cefamks as biomalerlals in bonl' tissue t' l1 gint'~ring 
[n, 14]_ Slmtl:1r lo Glklllm. zmc has long bl'en recogr.lz ... d as 
:m essenlial t race d emcnt ro r thc proper maintenance oí bone 
growth, with ova 85% of lhe total booy ~jllC r~sidin¡; in bonc 
[15. 16[. Z I] has a ,tilllu\alory cffect on bone lorm;llion , ;lIld 
Its ddickllcy h~s been ~ssociated with ret~rd:ltioll ~Ild failurl' 
ofbo /l ~ growth In ,lnll1uls Ir!. I!)] Zn-substltutt'd c{'ramic~ 
\"er~ foun d tha t modula.t" I h~ attachm~nt . prolif~ration. and 
difláent.¡¡tioll uf (1slc"bbsL~ ~nd modulatc the u(\ lv ity of 
bone fvrmatiQll by the cdls [19 - 211. 11] thb nJntext. Ih~ aim uf 
thb ~ t lldy W¡IS tu inve~t i gale (ht dr~ct 01" slIrfact llIorpllOlug~ 
.... f nanostrl\ctured thin ¡'Ims of ZnA IZ01 prcp,lrcd by ~prl~ 
pyrol}'&is ane! hulk pellelo of poJycrrstalline ZnAJ::01 pre
pared by dwmiCtl1 cvprL'C i pitu t i <J l~ r('lCt ion \In the biol\1giwl 
r0:5pon~0: of o~to:obl;l~tk celh in order lo eV'lluate- th~ ~1.Hfa~c 
cdl adhcsion. spre<.\d ing. ceH \'iability prOCe5S a( il~ virro ceU 
n lllure anu compare lht· s(· rl"s \l lt~ · .... llh r~-spect to lhe Jitl'er~'nt 
surface n1orphologics betwe",n a nanosh'uctured Ihin film 
und a lradilional polycryslLl llim:cn\mic surfacl". 

2. Experimental Dctails 

2.1. ~)'l1llrc$i5 m:d CII::l~/l(lai:dli<'lr .:JfZI/AI¡04 M,lI~rhd. Thc 
uhr<lSonic sprJ)' v)'wlysi; lcdmiqut" is ¡¡ 'Yell -CSIJbbshcd pro
ct'Ss fol' de¡::osiling til lllS. Sorne ad\'an!ages 01" (h is proccss art 
as follo\\': a high deposition n le. rhe pnssiblhty to CO;\; brge 
nre~.~, its Inw cost, it~ e~s~ ot opcrati('n. ~nd tl-e '1ual ity ofthe 
co¡¡tings obtaincd. f.i!ms of zinc aluminnte \\"cre dcposi tcd by 
an uhr¡,sonic spray pyrolysis tcd-.n iqu:: describ<::d ~arlin [221 . 
Baskally, Ihis lechnique (On~ist:; uf ¡m u!trasonic generator 
\L~t'l1 lo pmd\L,e a mi~l fmm Ihf' spr;lyin~s()hll inn ' lhi~ m i.;1 i, 
car ri",d t<1 a hot 'iub.<trJtl" pbü.,j "/1 a tin bath throug!l ¡¡ tubing 
~elup '.l>ÍllgJ1IlIJml air 1\$ a carricrg,\;; (:0 liten/minute). Whcn 
the rnist o ( lile solul i\J1l ~cb in touch with t h ~ hot sub~IL<' \ c. 

rile solvenl, in th~ s:>lution are vaporiud producing a solid 
cO;I(ing on the substwt<, The nozzle in thlS s)'sl ~m 15 locallzed 
apprll¡::imllely 1 (lll above the subslrale.llH! spraying sol ulion 
consis ted of 0.05 M zinc !lccta\c uno ¡Jlulll inum chlorid,:: 
in d("ioniz:td w¡¡lt:r as ~olvt nl. 111..: 50lulion no\\' LIle \'Vas 
311lLlminutc fOf all ca~{'S . 1he substr~te lempemture iT,) 
dL/ring e!t'p(l~ i tion W:IS in the lOng/' from 300"C lo S50· C; 
Ihe mbsl rates used were Corning 7()S9 gla~s ~ I id("~ . l he 
d~posilion lime "'lB Jdjusled (4 lo 6 minut<'s) lo deposit film3 
with a¡::proxim~ td)' ¡he same thkknes.l. -1110: tllickncss ofthl! 
li l Hl~ ~luuinl ',V',b ;J.1NuL S IUI!;J.S Hlc~~urcd by a Slo.m D~kt~k 
!lA pmfilumert'r. -nl ~ ch~rnic:l.l (c,mpmitinrl nf!h .. tilm.I\'V~~ 
n1ea~ured with ~ Leicd-CambriJgt' d~'c lron micT\>,.;cope M(\. 
Stereoscan '110, equipp~d with ,1 Ber)'lIiul1l wmoow X my 

ddeclor, \lS '11g Energy [Ji~persi\'e Spectruscupy (E.DS)_ Th .. 
.<tandare! u~d ¡(fT ¡he EDS measuremenls was the Mult l
",Iement X ml' R"'(erence St,¡ndard (Micros?~c), Serilll 0034, 
pMI nu. 816U-53. 1bc surf,lCC morpholo~)' was ,lllil l)'"uJ by 
r ll~<lm uf th~ scanning dcctrun minus,up)' (SEl\1) citt'd 
... hnvt'_ TIl ,' nl'.; lll l lin l! sln rCIllrc fi',I!iITCS of Ihe .-Il"poSil~'d 

li ln1S wen~ analyzed by X-ral' ditfrac tion (XRO), tlslng a 
Siemens 0 -5000 diffructometer with ~ \'iuve length radi<llion 
of 1.5406Á (Cuk,,)_ 

A ~~ l Y ~ilTlp1e d l ~lll l l,:<l1 precipit ¡¡ lbu pru ct:;;~ 1Va.'i u~t:u 

ror lhe s)'nthesis of zinc aluminare spinel powder. "fhe ~I .lrt 
m:::teria ls wt:re Z, lNU~)l . 6H2U Sigma-¡\ldrich (9M%) 
~nd A!(NOj).1 . 9H10 Riedd -dc Haen al O.05M blend(.,j 
in nKlh¡Hlol. This simple proccss comists of thr~"{' 3lepi: 
(1) preClll~Or lllutt li ~l JisSúluliul1 i rl a l\.llll¡",t iule ~l.l'{f / 11 

10 form Ihe precllr~or mixture. (2) solvtnt tvaporation and 
<;olute pr¿ocipi tation, :md (3) pow'der ;¡Iltll-nling. Ihe inilial 
mixturtwu~ heut tn~at~d ,\t 250"C for 30 minuks iO evupor:.te 
the : ... Iwnt. elhe ehcmical aj;;¡;Junleratcs wcrc grounde{l in an 
il¡;<lk murtal' (\.1 uLt.Lill fillt: pu wJt'I, whidl 1V<l~ ~UIII!! n;:.~~ 

to furm a silla.! d isk with a dim~l1Sioll of 1.2cm in diamet~r 
and., thickno:~s uf O.13cl1l. 'l he arp l i~d pre • .\\lre for pcflets 
prep;\ration · .... a~ ISO Kgl.:m 2

. The~e pellet~ were alllle~ l ed 
lÜ T" '" 600' C, tlurin~ 14 l1f)ur.i in "ir dlmo~pllerc. 

lhe c ry~h lli l l e ~trLLLluf~ \Jftll~se pdkb l'I'a. <lllit ly-<xu uy 
X-ra)' d ilfr Jction (XRD) IIsing a Bruker-])~ plus Dilfraclnme
ter with CuK., radialion a, 1.5.}05 A. ' l hcir chemical cDmpo
si tien was measllred us ing Energy Oi sper~ive Spectroscopy 
(EOS) WIÜl a Camhridge- Lelo ckelron microswpe mod_ 
Slen:oSCJll 440 WdS eq uipped ",¡Ih a Bel )'l1 iLIIII w¡rIJo \'! X
r¡ly delector, and their sur fact' IOpography \Vas obt;J.ined by 
Illcans of Iht:> abovt:>- mention('t'l SEM Imcro~c()p('. 

22. Iliologicn{ R.(~SpVIlse 

2.2.!. Cdl Cullwc. Bio!ogiud a:;:;ap w<:r~ per(urrllnl u~i l lg 

human 051t'obl¡¡stic cclls as repon ed previousll' 123]. I'or cdl 
cullur ... . hum;m osl ... 'Oblustic cd ls \Vere cultured in 75cm l 

cdl c!,:lturc fla5ks cont.aining a Dulbl"Cco's Mod ified Eagl~ 
Medi,] (DMEM). S\lppklll~lltCJ wi th 10% f~tdl Dovil1<: St:'l L/ lll 
(FES) anu antibiotic solutiun (strcptomycin )()O ¡/g/ml. and 
penieilllll 100 U/lllL. Sigma Cllem. Col. lh~ cell cultures 
wcr" in,-ub;\t,'d in a f()()% humidif.cd envi ronrncnt '11 37' C in 
atmosphcrco(95% <,ir .md 5% CO¡. I-Iurnw ost=obklstic ~elh 
011 1I;I1isagc 4-6 \V~ r<:: 1L~t:d for all tla: CX II~rilllí."lllal J!flIl..nlllr~. 
In ordt:r W pt!rf(lrm th~ 11I vitro cdl respt)lt~~ :!ssays. all 
l'.nA\Z04 bulk ;lnd 550' C nanostructured m;\leria l surf,Kes 
Wfre d",~n~-d with diMilleJ water lInd st~ri l i'l .. d b), cxp\.l~ure 
tu UV light (A '" 25,1 nm. 300 II'N/cm2¡ 

1.1.1. Cr/.f A!lad,me'/!. -Ibecell 'I dhe~lonofhllllluno!teobla.)

lie cellf onlo Zn.'\l jO .¡ bulk and thin ¡ilm IKlImstructure 
m;lIcriuls w JS c'Ialulltcd using Ihe vibranl rell adhcsion ,ls~a}' 
kit (M\JI~(Lli,u I' rob<:s). Ilum¡¡n oste(.bl'L~lk (dh, cul tu reo 
in J 75 cn/ ... ell culture tlask. were washcd wlth phosVhalc
bll!f .. rn\ s~1int' (PBS) mlel incllb;¡t .. d \\11th calcein AM stock 
Imlul iu!l t" .L timll conccntr.Lt io!\ ,lf5 x 1() -~ M. in ;crum - fre~ 
medimll ror 30 mino ¡I,ftcr illcubati()n . the cdls \Vere w,,"shc¿ 
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fIGURE I SEM mkro¡;raph$ ot surf,.c .... morphology (lf ZnAl10, filnl$ JS l (UI1(( on 01 th~ 'f,: la) JOO'C, (b) 450' C, amI (e) SSO·c. Bar _ 
100 111n. 

wilh ?BS, trypsmizeJ, and Ih .. ceJl rellel was collecled ami 
dilulcd wilh DMEM culll.lr<: mc¿ i'JITI t .... obtain the reqllisitc 
~d l lvllLt:lllnltioJl. 1hl:: hllllan ojteobl,,~lic (elb a: (Oncelltra
lion 0[1.5 x 103 ~cll~lcm : \Vere srededonto ZnAI20 4 bll lk.md 
thin fi lm nallostnKtured matenals alld !fleubalé-d for4 h and 
24 h. The fluo rtscenct W;lS qUJntified using a iluoro.'scein filler 
sel wilh ~ Walluc Victor3 1420 sp<:ClrophotolllCll'r (Pcrkm
Elmer, Boston, MA, USA). The pen:enlage «("ti adhe~i oll WJS 

obwlnl"d b~' dividing ¡he corrected (backgrolt;td subt r;)cled) 
f]u OTtscen(C of ,,"h"Tent .·ells by the tot~l (orrpck,] thlores· 
c!;'nee of (onlrol edl; and mu.liplyinll by 100% Conwnlional 
polyst)"l"cnc 24 ·w.~1I .:ullul"<' plr.lcs w.:'rc lIs\·d ilS l cont rol. 

2.2.3. MTl" AS~<I)'. C~I I vi;¡bility of hum"n osteoblastic cdls 
.",ednl al con(l;;ntratlon of 1 )( I O~ celh/cm" onto ZnA I20 4 

blllk amI ¡hin ¡ilm nano5t ructured materials was checked 
by Ihe /I.-I 1'T assay for 5. 5. ~n(1 7 (b~ nf culture. lhi~ 
.Issay is bascd 01: l ile abilit y 01 mitodlOndri,d Jt·h),d ro· 
geno.scs of livi ng cdls to ();.¡ide (1 letnlzoliun: So'! lt (:\ (4. 
5·Jimdhylt.li~zolyl · 2 · yl - 2, :'-diphc:nyltrtr<lwlium bromidc:), 
10 an insoluble blll (! fOrm¡¡Zall proou.:!. l1w clJlKenlr¡Lliun 
of the hh,t' f(l r ll1~1,\I1 pmdllcl i.~ airee!ly pmportinnlllO lhe 
number () f metabolicallv active celh. ' Ihe hlLma~ oskobl:utic 
cdls :;!;'t>d",d unt¡) ZnAI;04 l:mlk ~nd thin fil m n~mostn;.clure 
matcrials ,11 pr",~crib",d t im~ w", r~ washnl wilh l'BS .lIld 
inclLb¡¡t",d witll fre,dl t ulLureu LIlnliulll ulJllailli lL g 0.5 mg¡',IIL 
o( Mrr for 4 h at l7Y: in Ihe dark. ' Ihen. Ihe sJpl' rnatanl 

wa. fl'lllovd 'lIld dimetrLyl suJloxid ~ (DMSO) w~s added lo 
C,LcÍl wcll. Aflcr 61) m inutes uf slow shaking, lh~ absvrbanc\' 
wa~ quantified by ~pec t fOpholometry at 570 nm with a plate 
re:lder. 111e culture medilLm during ~xpcrimcnt¡1 lime "lila, 
changt'd l'ver}' other d,lY \Vllh frl"sll medi~ . 

2.Z.'I. Cell Mvrpiwlugy. Pur cyto~kdclal u rg~l1iLaliull ur th~ 
human ml t'l1 h l:t~lie (ell ~ eultu rt!d nnlO ZnAIlO~ bnlk and 
Ihin lilm n<ln\)~tT'.LClur!'J Jllal .. ri :.ll~, Ih", cclls wert.' seeded at 
(cnc/;'nlration of 1 x IO ~ ccl l ~cm1 and iL1(ub~led for 2'1110uri 
in DMEM cultured mea ium. After 24 nours, the sam?leswcrc 
w<I)hnl with pas :.lnd [,}lnl with 4% f-'M ~ f\) r LLLalJchydt: fVI 

10 :ninlHes al room lemperature (RTl. permeabilized with 
0.2% ' I nlo~ X·1UU for 5 minutes. wJshed tWlCe \~lt;¡ PBS 
unJ inwbutt'd with (l actin antibod)' diluled ¡ : 100 in O.JI},', 
of boyine serum albumin ( D$A)~PDS for 1 h al HT. The .:dls 
W<'TC then gcntik \\~I~h\'J t w ice wi(h 0.2% BSA·PDS allJ (wilA'; 

wllh PRS. Th,~n, ((' lis -vere inclIh:1ted wi t h F1TC, ~econóry 
~ntib"dy dilul~d 1: JUOO in PBS fur 1 :luur. ·1 he cells Wtrt' 
gentill' w¡¡,;hed with PES ~na Vi511¡¡lized by ll1e~ns IJi mdirect 
ÍlulllunoAuorcs(ence (.'\xiophol, C<lrl Zeis~R, Gernmny). 

1.2.5. Sta/útical An¡¡1/5is. Data ~rt' prea'ntcd as mean st:m· 
d~rd dc'viation. Statistical analysis w~s pcrformed o~ r.J he· 
~i\l I L ,L1ld MTT ,L~say lL:sulb u"illgStLl,knt".~t·tL:~I,'LIld P valu L: 
<0 .05 wa~ cOlls1dered slgnifican t. 
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Fl<O U1H 2, X.rly Jitfr.d,un histOl;lfum .... f ZnAI,O. thin tilm ~ as a LlIlctk'n ... 1 Ih~ T,: ('1.1 amu:phuu,; .. 300' C (b) rnlllo, tru<:tu,d .. 150·c' 
and (e) n,mOlitn'ctur~ " 530' C. 

!'JG 'J~t 3 Surfa,·c m ... rphulu~y uf ¡h" ~,,'krcJ rd1:1, ,ample ,,( l nAI:!04 Th" jud,,,",, j" ~n1OU1 11 , humul!cncoll~ (d) , ,mJ Wllhuul puruu¡ 
rt:gion¡ {b), B.r " W micf{ln'~ , 
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3. Results and Discussinn 

·1 he surrace murpllulugy of ZllAI20 1 w¡lIil1g~ depusited 0 11 

gla".' iub~Ir;¡I<::~ is pr .. senl~d in Figure L SE\¡! m icm~r:lrh~ 

~,". <.lw the ~amples depr.)~itcd .U 3UO' C Figure l(a) , 115U·e 
Pig\lre l(b), lI.nd 550' C Figur~ I(e). 1I is p\losibk I() ll[)"avc 
ruugh bUI CI.mlin\lV\I.s o;:v ~ lillg5 with gOVl.i adlu:n:IlO;:,: tu th\: 
~ubstrate. Thi ... fi gure shows lh~t the surfa ce morphology 
of tlw la)'t'rs dí'¡;cmls nn Sllhslralr tpmr eralure. Co¡ltmgs 
d eposilcd al 300· C and 450·C presenl ~OIne cracks. By 
incr .. ~sil1g the 5ubstrut .. tempemture to (500-550' C), lhe 
nack$ d¡sJ.ppe ~r and J rc!ativdy mor.: dms(· malclial 
i:; readu::d. TlLne (::alurn ruulu be cxpkin cd b~c:luSC 
al h lght'r substrate lem l)~r~ l lIr;', the ,il:pn~i l ('(t radi,: :I1 .~ :In' 

char:lc terized by high;.'T sllrf~(c kinelic t>nt>rg)'. whkh pcrmits 
them better :l(cnmmooalion and (onsequently produces a 
bettcr pmct.l~cd al1d cnmp:lctcd material. 

Al T. = 550' C, th~ thi ll li lrn shuws ¡¡ nanugrallUlar 
mmpholog)' with a gre<lt qumltity uf p,)f( rllS T~iun.'. which 
mimics the ~urfnce Inorphulugy uf Ihe hum,l n bUlle. 

·Ih( chcmic.ll composhhm of th~ Iilms dep:lsiled ,,1 
s ll b.~lratr ktJlp,r"t ur~ o155U"C was ..!tkrminc.l by [D5, wlth 
Iht: ~IUJllil p~IU:llt;¡g~~ uf ZII = 13.6, Al = 27.:), O = 57.1. 
alld CI '" lo SO. which m'?,m~ ¡hat \Ve have ZnA I ~ () . c'-'mmic 
compOllnd ofstOlchlUIllE.'tl"IC compusitioll duped with 1.50 % 
of chlorine 

XRO mea511rcmenls carrieduut un tht: ZnA120~ (o¡¡t lngs 
,kpu~iln1 by spray pyruly, is I~ehlljqll~ are presented in 
Figures 2(a). 2(h). and 2(e). Thl"se XRO p;lItnlls art> ~ h nwn 

for ZnAI 2U~ al Ihest: thn· .. diff .. ren t sub$trate temperatures: 
300·C. 150·C, and 550"C. 111€ Ú l1C aluminilte wutmgs 
r .. main in ¡he amorph::ms st;lk wh,'n dcposil~J ul subslnte 
Iclllp~ralun~~ IIp tu '-IOO· C (Figur~2(a»: a:; Ihe ~ ,tbslrate 
temperature i, lIlcre,lft'd tn 450· C. snme peak, corre~pondine 
to hCKlgOIl:¡1 phasl.' of ZnO (¡in,"i\<.', ICCU Card File no. 
36 · 1451) 3rt: Ub~ <::f·~~d in Figure 2(b). In Ctls.· of the:: s~mple 
dcpu~ill:d at 550' C Figure 2(c), unl)' ¡1 (ubic .~ p. lld crp taHine 
pilase uf Z l lAI ~ 04 (g,lhnilc) Wd~ fuulIll ( ICCD (aru f ile I!U. 

05.0669 124]). ·I!w cakul'lt~d l;¡ttice p;lr;¡lIle ters {a = b =,; = 
RO!l59 A} fm lhc c\\bk spinc1 phasc in the fihn5 dcpo, itcd ilt 
55')' C ,Ire . 11 .1)!,leernellt with Ih~ rtPQrlnl valut's (a '" ¡, '" ,; = 
KOM8 A) [24]. Furthermore. it promuted Ihe cryslal growth 
ofthis material wi th ~ preferential (31 1) orientation normal 
lu the coatings &urfac~. Cunsidcnlble peak~ broadC'ning can 
Ix Ob'>cf'"d due lo lhe nanomdrie dimen5ion of Ihe grilin~ 
in tho:: thin film . By usillg lhe Dt::Gye-Scht:1 !"t:r fU[[llula fU T 
¡he broadening fitt ing curve XRD programo the partid!! size 
\Vas eV¡IIU¡lted. ThO' <lver"ge p"rllde dl211wler W'.IS JrQund 2U± 
5 nm, considering t l\ .11 lhe gr"ins 3rt' spht'res. 

The slll"facc mor pholngy af Ihe polycrystallinc Znr\l 20 .1 
pellets ~alnple obti1incd by chemi¡;al wprecipitat iull pro(es~ 
is pn;sented in Figure 3 and ilS XRD :Tl ea..~urem~n l S patlern is 
shown in Figure 4 lt is cl~a r 111<11 th,s type of ceram IC SI10W5 ~. 
smooth and hnmogt'neou1; surf:lce mmpholog)' without any 
ob~~rnlblc pomus r~'gi(}n.lt~ aYcragc ¡.;r~in s i?e is aboul H.5 ± 
2.0~m. 

·lhe binmalerial ~"Urf¡¡ce interKtion between scafflllds Jnd 
t ISS1H' cells is ;1 slgn lfic<\I11 SUb)eCI for b I0m~ten:, ls SClence 
ln!orma!ion orisinaling Ircm Ihi; inler;Kü nll IS t:sst'ntial 
tu nid Ihe dcsi~n ano fub ricillivll of Jl\.' W biocvn:pnt ibk 
materiab [25 ]. Our resu ~ts ~howcd that WhCll we <;:u lture 
USl"{lb ¡ ~~IK cclls un ZnAI20 4 n~nu~tructun·d matcr ials. lhe 
ce I lT"orphology han att,tch .. d 'J mi Iln cler]::ilne ., ignificanl 
spr .. ;¡ding, ~ l ol1sal<'d d .. monstraling ,Ireas, where filopodi;¡ 
had inlimatc1y adapleJ with mullip1c cdlubr cxkn ~ iuns 

0 11 the 5urf~~e of the co:rilmie (Figure 5(b) . la CQntr~st, 
oSlt"oblastic cdls culture en ZnAIl O~ bulk malerl¡tI~ sho\~cd 
neilher or slll;lll elongalion or extenslon (Figure 5(a)). 11lese 
rllorpholDglC¡11 r¡-sults wu ld b~ s lLpported b:- Ihe resulls or 
ccll allhcsion vul\lc~ aftcT 4 [ln d 2411, pn:sl'lIkJ (1, Ihe .:cllubr 
pere~ntage of a¡l;¡cheJ cdls in relatiún to (onlrol tissllc 
nlltm,·s platcs. lhc ~·cilu1 ar adhc,il)ll as the tirsl .It!'p 10 a.,ses, 
!he' ':Ol1lp~. ! i h i li ty ni ¡he Ct-"II·m~It' - i,,1 i nlt' r~c t io rl SlIrfar<o W:lS 

6U to SU% gr~,lla on the ZnA Il U4 nilnuslruct\lrt'd material 
surfac~ whcre it shutlld be IHltcd tha t lhe adhcr~nt I'alllcs 
,It "U-limc poinl.; wcre consl1;tcntly highcr when comJ1aring 
with bulk eeramio;: sllrf<lccs (Figure 6). StatiSlical analrses 
ind icatcd Iha! I¡'ere were SLllI , ticnlly si]::nifiomt differences 
in ¡he cell r .. sponse, where osleoblastk ,eJls attachment 
occllrr"J pr..fern.->d on lhe rough c~rill1l i c surface (ullow"d 
by lhe .5mooth $urfa(e ceram iC. Moreover, it .s Impo ~l,ml 

lu 11I 1I,nk lhal i!l~rca~cd ccll ul;lr all¡¡d lfllenl ubL<!Ín::d un 
ZnA l~O~ oulk :lnd 550"C thin film nann~trllclured ma!.-rials 
11' " good 1Ildic,ltor that the surface ii nal laxle lo the cells. 
\VI' pcrform the ceH viubi lity tesl as,s<.'Ss,·d by toe MTT assdy 
to (onfirm il. Tho:: [("';Ult5 of the MTT ¡¡SSd)" are pre~ented 
<lS lhe upli~al ab'Qrb an.:t> a l 570 nm as .hown in Figure 7. 
Floth 7.nAl1o.1 1I:1l1nslrucfllr,' and bu lk et'r:l1n ics t'"x h ibiled 
exeellent biocomp;lt ibility. Among the twn cer<lmics, it can be 
se"n tha! ceH vir;bility 11; alwa}-"3 11igher 011 a nano~tructllred 
material than "butk matcrial, where \vc found high l e v~ls of 
!VI"!'T ,un'ler~i l 'n Jl1d tonlimlt: until day 7. This incrt:llltllt i~ 
direnl}' pm[ortional lu Ih~ incr~ ;¡.<f' nf Ilw!:lhnlir ~ct ivt> rt>lJ... 
un lh~ surra,e of ZnAf~ U.¡ ;lnd inversdy pr<lpurt l<m,1! lo the 
tu~ ~ (ily efft!ct uf the ~lIrf:lce tupography uf Ihe material \,herc 
signific'lIlt diffcrenec.l in mCiln oplical liensity are alwdy. 
]!n:~clllt"d;¡~ cllufirmo:d by Studenl's l -les1. Tllis incr ..... hc in 
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I'I¡;U~~ 5, C)'I ,,,,k,~t'lal oreannatlon morphol, \gy mi.:rugr.ll'l1s "ftlw all<l<:hll1~m 1'( o~ln,t;I~Sll<: ..::~lIs ,I/'I..::r 24 h UIl (al bulk ZII.I\I,O. ~(, .• u.i~ 
a11<.1 (bl LnAI,U. Ihin !11m ... ~."'SI'\I( : Lr~d c~T'dmic al T, = 55C"C. Bar" 20 11m. . 

'" .-------- -----, 

" Tin,c in cu '\,,,,, (h) 

_ ¡r;nA I~O, ')uL< m;uer lal 
O ln ... I~O. nu.O!itn lo u",d n"'tcn~1 

I 

F'G!JKIl 6, Q,untitM¡v.: cell adhC3ion of o st~obl,\st; ..:: (cUS :¡ceded 
QI1 ZnAl,O, ( . ) bulk ¡}mt ~n,,1 and (o) thin lilm> nanoslructurc 
~ t T, " 550' C, after 4 ,md 24 h of culture, cl<pr~:Ii5cd al pnccnt of 
,di aH....: hlllc lll. "',,<Icri~k deno te. ~ign l feal1t ditTc r~nce.l (r < 0.1)5) 
JcL"~·",, ~~"'"li, 111" lcr;" I, ~s ,-I..: :crminc¿ by Sludc nt'~ I-I"t 

;l dht'~iOI) ~nrl vi~hili r )' by ¡\1TT :lClivit)' o( ct'Hs cOlllJ be 
bvored tor Ih<.' pr{\~CIlCC of ¿ n Al zO . !l:lIlopar t ld~ m .. tcn:1L 
nl(,~C r.:su lts .1re in agre<.'ment with the idea that topogr~phy 
or o ,lr¡\cdlu)¡tr mi..::rot'nvi ronm~,nl C;'lr. in llucncr cdlular 
re~p() I 1.~es fmm ;¡Uat;hlllrlll ~ I I J III ¡~I-alioll to diífercnt ialioll 
:111<1 pmdnClinn of new t issue [26-291. i\'loreowr. il ha5 al~o 
been r~pvr ted th;¡\ s\ldare ener!:\l' IS a moro' lIIDu<:"llllal su rf~,t' 
Ch,H1lCt eri~t i , on ccllubr adhe5ioll amI prolit.:ralion [30. 31] 
So the enhanceo cellula!" aclhcsiol1 an'! vi ... bi lit} un ZnA I !O~ 

!lall us l rll~ILn: \;naltl l L Lvvld be ~Iue tu lht' po~iliv~ intlucn.;e 
of th~ (omron ~nT nl the ~1I r1,lCe o'nt' rgy. Howcver. furlher 
studi~s are n ~cd~d wilh l h~sc malcrials lo fully undcrscanJ 
Ih e tissu.: ce ll m ut.;>ri J l inleract ions 

4. Condusion 
ZIIA I]04 nan,,~lructu rc :lnd bu lk spin~ 1 ccramic ha"e ban 
ev~l tlal~d for t!leí r in vi/ ro bio..::ollll.Mlibrll ly tu t'xjJlulr tl1ril 

. 
, 

. 

I 
_ Z"AllO~ ~ulk nmcr; . 1 

O ZnAI¡04 nmw.truc tur«1 molnid 

FIGU R~ 7: (..· :1 \'i~bi!i!y C~1 crmin~d b)' 1\ IT"I" ~SS"y alter J. 'i. amI 
í Jar~ of cel! ,ullm~ on ZnAI¡O, ( . ) bu lk "",k r ;~ 1 and (O) Ihin 
fil ·llS nanollrudllrcd al 1~ ~ 550· C. li rror bars rCl'rc~ent mean ± ~~ , 

" = 3 cultures uuder p;lch condition,; , Alt~risk derot" si¡tnincant 
ditlú e lE t S (P -:: 0.05) b~tween ce. ",ni: l11~t~ri a l, l) d~ttrl11in~d by 

$1",I"nl·" r - t~st 

pOlcntial to be used in dental implant ;m0 bon~ su bst itu te 
applicat ions, ' Ihc ;/1 l'il'O ntliKh mcnl <lud morpholugkJI 
a lld ~iau i1i ty n:spume.~ (lf n .• teoblastic cdls sugge~1 lh" t 
nanostructur~d ceran;c dppears 10 be the mo~1 cUlldulÍve 
lo cdh ~omp"r~" lo lhe bu lk cnamic .\JIrface. The r,'su1L~ 

of these sl udie, cou ld le:ld to ~ re .at ively new gener :\ lion of 
bio..::crr.r.l l(S wil h ~ tlrf",:e ch~nl(kristks :;p('Cili, lo lhe Il<.'cds 
of individual t bwe type:; as bone or oral cayity. 
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