~BA =< S |NIVERSIDADE DA CORURIA

Madster en Biotecnologia Avanzada

UniVCI‘Sid’dde\/igO % UNIVERSIDADE DA CORUNA

“Scaffolds de hidroxiapatita obtenidos
a partir de cuerna de ciervo para
ingenieria de tejidos.
Caracterizacion y estudio de
biocompatibilidad”

|Hydroxyapatite scaffolds obtained from deer
antler for tissue engineering. Characterization and
study of biocompatibility]

LAURA GONZALEZ RODRIGUEZ
Julio, 2017



~ B/ == UNIVERSIDADE DA CORUNIA

M~A

Madster en Biotecnologia Avanzada

FACULTADE DE CIENCIAS

Univcrsid;lde\/igo % UNIVERSIDADE DA CORUNA

“Scaffolds de hidroxiapatita
obtenidos a partir de cuerna de ciervo para
ingenieria de tejidos.
Caracterizacion y estudio de biocompatibilidad”

“Hydroxyapatite scaffolds obtained from deer antler
for tissue engineering.
Characterization and study of biocompatibility”

El Dr. Pio Manuel Gonzalez Fernandez, en calidad de tutor de este trabajo,
autoriza su presentacion ante el Tribunal Evaluador.

Pio Manuel Gonzalez Fernandez

Grupo Nuevos Materiales, Dpto. Fisica Aplicada
Escuela Ingenieria Industrial,

Instituto Investigacion Sanitaria Galicia Sur,
Universidad de Vigo

Autora: Laura Gonzalez Rodriguez
Vigo, julio del 2017

oﬂm%



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar quiero agradecer a mi tutor, el Dr. Pio Gonzalez, por acogerme en su
grupo, por los consejos y conocimientos brindados en todo momento, siempre con una
sonrisa.

A la “familia” que conforman todos y cada uno de los miembros del Grupo de Nuevos
Materiales, por su carifio y compaferismo.

A las biologas compafieras de batallas en el laboratorio, sin las cuales la organizacion y el
trabajo bien hecho no seria tan facil.

A mis amigos de siempre y a los mas recientes, por la fuerza transmitida durante todo el
master, lo que me hizo mantener el entusiasmo que me caracteriza hasta el final.

Y a mi familia en general, por acompaniarme a lo largo del camino, con apoyo y confianza;
con especial mencion a mi abuela, con la que pude volver a disfrutar el dia a dia el primer
afo de curso, y a mi Madre, por haberme inculcado el valor del esfuerzo y la autonomia y

apoyarme en todas las decisiones que voy tomando, con una comprension infinita.

A todos, Gracias.



INDICE

RESUMEN y Palabras Clave..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiieceee e e |

INTRODUCCION. ...ttt 2
1.1. Los biomateriales. ........o.vveiiii i 3
1.2. Las DIOCETAMICAS. ...\t utitt et ettt et e e ettt et e e 5
1.3. La hidroxXiapatita. ........c.oooitiiniitiite it et et e 7
1.4. Hidroxiapatita de origen biolOgiCo........ooviviiiiii i 9
1.5. Lacuerna de CIeIVO. ......viiniit e 10

OBIE T IV O e 13

MATERIALES Y METODOS. .....ccoiiiiiiiiiiiie e 14
3.1. Procesamiento del biomaterial..................coooiiiiiiii 14

3.1.1. Preparacion inicial...........oooiiiiiiiiiiii e 14
320 PIEOLIISIS .« ettt e 14
3.1.3. Lavado y eSterilizacion...........oouiiiiiiiiiii i e et e sieeeae e 15
3.2. Caracterizacion fiSICO-QUIMICA. .......c.evvriiiit i eie i e eneeannn 15
3.2.1. Termogravimetria (TGA)......ccoiiiiiii i e 15
3.2.2. Difraccion de Rayos X (XRD)....ccovviiiiiiiiiiiiiee e 15
3.2.3. Determinacion de la composicion quimica por ICP-OES........................16

3.2.4. Microscopia electronica de barrido (SEM/EDS)............ccoviiiiiiiiieen.nnn 16
3.2.5. Microscopia electronica de transmision (HR-TEM)............................ 17
3.3. Ensayos biolOgIiCOS i1 VItFO..........oiiiiiee it 17
33,1, Linea celular........o.oiiiii e 17
3.3.2. Microscopia optica (MO).......ooiiiiiiiiiiiiiiii e 18
3.3.3. Optimizacion de las condiciones de cultivo.................cooiiiiinn. . 18
3.3.4. Citotoxicidad por MTT ... ..o 18

- Por Contacto DIrecto........o.vvuiiiiiiiii i, 19

= D EXEIACLOS. .ottt 19
RESULTADOS Y DISCUSION.......uuiiiiiiiiiiiiii e 20
4.1. Obtencion y propiedades del scaffold...................ooi 20
4.2. Respuesta biolOgiCa. .......oouiieiiii e 26



CONCLUSIONES . . .. 29

BIBLIOGRAFI A . ..o,



RESUMEN

Los scaffolds basados en fosfatos calcicos despiertan gran interés por sus aplicaciones
clinicas como sustitutivos 6seos y como andamiajes para el crecimiento de células

precursoras de tejido 6seo orientadas a la ingenieria de tejidos.

Nuestro interés se centra en la obtencion de scaffolds de hidroxiapatita a partir de un
recurso natural, como es la cuerna de ciervo ibérico (Cervus elaphus), con el objetivo de
mimetizar la composicion quimica, porosidad y estructura jerarquizada que presenta el
tejido 6seo.

El método de fabricacion se basa en un proceso pirolitico, sometiendo la muestra natural a
un calentamiento controlado con una rampa optimizada para eliminar su contenido
organico. Se fabricaron series de experimentos a diferentes temperaturas maximas para
investigar las caracteristicas fisico-quimicas del compuesto final obtenido.

En este estudio se presenta, mediante ensayos in vitro, el efecto de los scaffolds de
hidroxiapatita sobre la viabilidad y proliferacion celular de la linea de pre-osteoblastos
MC3T3-E1, con técnicas como la citotoxicidad de extractos, citotoxicidad por contacto
directo y viabilidad mediante MTT. La respuesta bioldgica se complementa con estudios
de caracterizacion fisico-quimica como la microscopia SEM para la valoracion
morfologica y TEM para observar las variaciones de cristalinidad que la muestra sufre

segun la temperatura de procesamiento.

Palabras clave: hidroxiapatita, biomaterial, cuerna, scaffold, ingenieria de tejidos



INTRODUCCION

Segun datos demograficos de la OMS del 2015, nos encontramos frente a un fendmeno
irreversible que resultard en la existencia de poblaciones muy envejecidas en todo el
mundo en los préximos afios. Se espera que la proporcion de personas de 60 afios 0 mas se
doble hasta el afio 2050, alcanzando una cifra cercana a los 2000 millones. Ademas, en la
mayoria de los paises el niUmero de personas mayores de 80 afios podria cuadruplicarse,
Ilegando a los 400 millones para entonces.

Hablamos de este envejecimiento poblacional como un problema mas cercano para los
investigadores en Galicia, ya que, segun datos de la Eurostat en enero de 2016, se trata de
la comunidad mas envejecida de Espafia, estando Lugo y Ourense entre las 10 provincias

mas envejecidas en Europa.

Este aumento de la esperanza de vida es uno de los factores sociologicos que mas ha
influenciado en el desarrollo del campo de los biomateriales, dando lugar a que exista una
demanda de nuevas exigencias en cuanto al bienestar social y sea necesaria una mayor
investigacion en este ambito. Es, por tanto, este aumento en la edad de los pacientes la
principal causa para el despunte en el uso de biomateriales en la clinica con aplicacion no
solo en la remediacion de las enfermedades degenerativas como la osteoporosis, Sino

también en cicatrizacion de heridas, cirugia plastica y neurologia, entre otras.

Es un hecho que el campo de los biomateriales ha crecido de manera espectacular en la
ultima década: el mercado global de dispositivos con aplicacion biomédica creados a partir
de biomateriales contabilizd6 unos 240 billones de dolares en el afio 2013 (Global
biomaterials - Bio Implants - Market 2016: Industry Demand, Segment, Statistics and
Research to 2021). Esto demuestra no s6lo el punto algido en el que se encuentra este
mercado sino el potencial de crecimiento que aun tiene. Seguln la Society for Biomaterials,
hay méas de 5000 nuevos articulos cientificos publicados cada afio con el objetivo de
mejorar las técnicas médicas que hacen uso de biomateriales.

A medio plazo, los biomateriales también juegan un papel clave dentro de la llamada
ingenieria de tejidos; disciplina basada en la combinacién de células, andamiajes a base de
biomateriales y sefiales celulares adecuadas para conseguir sustituir tejidos. La meta

principal en este momento es la regeneracion, la cual permite la recuperacion completa del
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tejido dafiado, consiguiendo una estructura biolégica funcional, sea cual sea el origen de su
destruccion y superando asi las posibles modificaciones estructurales que se pueden dar en
la reparacion. Se trata de un salto cualitativo que implica pasar de sustituir a reparar y que
empieza a concebirse en la sociedad cientifica cuando ésta es consciente de que la posible
reaccion quimica del implante con los tejidos vivos no conlleva riesgo siempre que el
producto sea positivo para el organismo. Hablamos de un campo multidisciplinar,
enmarcado dentro de la ingenieria biomédica y que desembocard en la medicina
regenerativa, y en el cual es necesaria la colaboracion entre distintos profesionales de muy

diversos sectores para conseguir soluciones reales en la practica clinica.

¢ Los biomateriales

El término “biomaterial” definido en los afios 60 ha sufrido un cambio de concepto debido
a la amplitud en las funciones médicas que en la actualidad un biomaterial desempefia, por
lo que se considera “toda sustancia o combinacion de sustancias que se puede usar para
tratar, mejorar o reemplazar cualquier tejido o funcion del cuerpo” segiin la Second
Consensus Conference on definitions in Biomaterials (Segunda Conferencia para el
Consenso de definiciones en Biomateriales) que tuvo lugar en el Reino Unido en 1991. A
dia de hoy, los biomateriales aportan soluciones transitorias o permanentes que nos ayudan
a recuperar funcionalmente alteraciones fisiopatoldgicas. Concretamente, la aplicacion en
ingenieria de tejidos surge con los biomateriales de tercera generacion, dentro de los cuales
también podemos destacar otras maltiples aplicaciones como protesis, suturas, lentes de

contacto, dispositivos para liberacion de farmacos, etc.

Como caracteristicas basicas, todo biomaterial debe cumplir una funcion adecuada y al
mismo tiempo no ocasionar dafios al organismo en el que sea implantado. Ademas ha de
cumplir una serie de requisitos fundamentales como la biocompatibilidad, tanto quimica
como médica y mecanicamente, y duracion, ya que ha de mantener sus prestaciones

durante el tiempo necesario (figura 1).
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Figura 1. Caracteristicas generales que ha de cumplir un biomaterial.

En el ambito de la ingenieria de tejidos, surgen los scaffolds, andamiajes a base de un
biomaterial fabricado a partir de un material natural u obtenido mediante el procesamiento
del mismo, con una configuracion porosa y una geometria determinadas y cuya funcion es
favorecer la adhesion inicial de la células que se utilizaran en la regeneracion del tejido.
Atendiendo a la naturaleza del material con el que se creara el scaffold, podemos clasificar
los biomateriales en (figura 2):
1. Metalicos; como nanoestructuras de titanio antibacterianas para implantes 6seos
(Izquierdo-Barba et al. 2015) u otros de naturaleza electromagnética o

electroconductora (Fassina et al. 2008).
2. Poliméricos; como el colageno o el &cido hialurénico (Kutlusoy et al. 2017).

3. Ceramicos; como la alimina - AlbOz (Bragazzi et al. 2015), la circonia - ZrO;
(Hisbergues et al. 2009) o las bioceramicas de Cas(POa)2 (Kim et al. 2017).

4. Composites 0 materiales compuestos; que consisten en una matriz que consituye la
fase continua y el material que da refuerzo que seria la fase discontinua embebida.
Por ejemplo, el composite de BF/n-HA/PLGA recién probado para promover la

osteogénesis (Jiang et al. 2017).
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Figura 2. Caracteristicas generales que de cumplir un biomaterial.

e Las bioceramicas

Nos centraremos pues en las bioceramicas, las cuales han tenido un gran auge y han sido
objeto de una investigacién creciente, comparable a la de los materiales ceramicos con
aplicaciones electrénicas. Es en la década de los setenta cuando se comenzé a hablar de
materiales ceramicos en cuanto a su posible aplicacion médica y son los que hasta ahora
han demostrado resultados més favorables a la hora de investigar en regeneracion 0sea. Las
aplicaciones de las bioceramicas se centran fundamentalmente en los campos de la cirugia
maxilofacial, vertebral y ortopédica; esto es debido a sus innumerables propiedades:

» alta biocompatibilidad

» baja tasa de desgaste

» alta rigidez (modulo de Young alto)

» favorecer la adherencia celular y tisular

» con alta tension superficial, alto grado de humectacion

» gran resistencia a la compresion

Siendo las bioceramicas los materiales que se han consolidado indiscutiblemente como

primera eleccion en el campo de la regeneracion 6sea (Vallet-Regi 2001), la investigacion

se ha orientado en los Gltimos afios en el desarrollo y obtencion de bioceramicas lo mas
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similares posible a los materiales biologicos, intentando mimetizar la estructura y
composicion Osea. Este tipo de materiales, en funcion de su grado de biocompatibilidad,
pueden ser clasificados en (Salinas et al. 2013):
a) bioinertes ( i.e. estudio de bioceramicas recubiertas con plata y zinc, Furko et al.
2016)
b) bioactivas (i.e. estudio de un vidrio bioactivo para aplicaciones dentales, Beketova
et al. 2016)
c) reabsorbibles (i.e. efectos de una bioceramica a base de Ca>SiOs—Caz(POa)2
sobre la viabilidad, adhesion, proliferacion y funcién de células mesenquimales
humanas , Piedad et al. 2013)

TIPOS MATERIALES

Bioinertes Al>Ogz; TiO2; SiO2; ZrO»

Bioactivas Biovidrios, Vitroceramicas, Hidroxiapatita
Bio-reabsorbibles B-Cas(POs) 2

Tabla 1. Biocerdmicas segun su actividad quimica (adaptada de Castafieda 2004)

Las ceramicas inertes son aquellas que no dan lugar a necrosis ni reaccion inflamatoria
pero que el tejido vivo reacciona frente a ellas debido a su naturaleza extrafia, creando
encapsulados acelulares de tejido fibroso alrededor del implante. Estas surgieron como la
primera generacion de bioceramicas.

Por otra parte, las de tipo bioactivo surgieron en los afios 80 mostrando prometedores
resultados; junto con las reabsorbibles o biodegradables, las cuales se degradan
progresivamente tras su implantacion y son sustituidas por tejido endégeno, conformaban
la segunda generacion de bioceramicas. Estas presentan una superficie reactiva que forma
fuertes enlaces con el tejido adyacente tras su implante, formando en su superficie una
capa bioldgicamente activa al entrar en contacto con fluido bioldgico. Entre ellas destacan
los fosfatos de calcio (Vallet-Regi 2001). Encontramos dentro de este grupo los fosfatos
beta-tricalcicos (b-TCP), los fosfatos de calcio bifasicos (BCP) y la bioceramica utilizada
en el presente trabajo: la hidroxiapatita (HAP), con gran interés en el campo de los nuevos

materiales con aplicacion clinica.



Los fosfatos de calcio (CaP) representan una de las familias de materiales inorgénicos con
mayor presencia en el campo de la medicina reconstructiva ortopédica y dental. Los éxitos
en la implantacion de dichos materiales empieza en 1920 cuando Albee usé un CaP para
reparar un defecto 6seo en un paciente humano (Albee y Morrison 1920). Sin embargo, el
desarrollo moderno de los biomateriales basados en CaP ocurre a principios de los 80, con
la comercializacion de una HAP sintética para aplicaciones de reparacion de tejido dental y
6seo. En la actualidad, los requerimientos para que un implante de CaP sea ideal son méas
estrictos, con el objetivo de que no se produzcan fracasos en la préctica clinica.

Finalmente surgio la tercera generacion de biocerdmicas, con una orientacion clara hacia la
regeneracion de tejidos vivos, actuando como scaffolds de células y moléculas
transportadoras (Vallet-Regi 2008).

IN VITRO IN VIVO

defecto 6seo

N \/
SCAFFOLDS

+ -
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Substrato para
ingenieria de tejidos

CELULAS

Figura 3. Representacion esquematica de los diferentes pasos de la investigacion en ingenieria de

tejidos.

* La hidroxiapatita

La HAP es un fosfato célcico cuya formula es Cai0(PO4)s(OH).. Se trata de un mineral que
estd presente en dientes y huesos, ademas de en exoesqueletos animales, confiriéndoles su
dureza caracteristica, al igual que en la estructura ésea humana (Garcia-Gardufio et al.
2006).



El tejido 6seo se trata de un tejido conectivo con gran resistencia a la traccion y
compresion y caracterizado por su rigidez, cuyas funciones son de sostén, proteccion y
regulacién de la calcemia como depdsito de calcio. Estad formado por una matriz
extracelular amorfa y calcificada, entre la que se distribuyen los distintos tipos de células
6seas (Estrada et al. 2006). Dicha matriz, segln su densidad, da lugar al tejido 6seo denso

0 compacto y al trabecular, con mas oquedades. Esta constituida por dos componentes:

orgénico e inorganico, siendo este ultimo la parte mineral de fosfato calcico cristalino o
hidroxiapatita (Bigi et al. 1997). Esta fase constituye el 65-70% del peso seco del hueso
(Teixeira, 2005).

Glucoroteinas: osteopontina,
osteonectina y sialoproteina.

o
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Figura 4. Corte longitudinal de parte distal de fémur y composicion de su matriz.

La hidroxiapatita en la naturaleza presenta una estructura hexagonal (figura 5), presenta
alta estabilidad a temperatura y pH fisioldgico, tarda un tiempo prudencial en reabsorberse
y posee excelentes propiedades de biocompatibilidad, osteoconductividad y
osteointegracion, lo que la convierten en un biomaterial ideal para regeneracion 6sea. De
hecho parece que no s6lo es capaz de promover la regeneracion dsea y unir directamente el
hueso nuevo con el tejido conectivo intermedio sino que lo hace a una velocidad mayor

que otros materiales (Gao et al. 2006).



Figura 5. Proyeccion esquematica de la estructura hexagonal de la HAP en distintos ejes. Ca?"=azul,
P=verde, O = rojo and H = Amarillo. (Reyes-Gasga et al. 2012)

La HAP como material biocompatible ha incursionado en la biomedicina y ya se usa como
restaurador en ortopedia, odontologia y en oftalmologia. Sin embargo los resultados no
dan una forma dptima en el comportamiento de la reparacion de los tejidos a pesar de ser
compatibles, por ello, es necesaria mas investigacion para dilucidar aspectos que permitan
el conocimiento mas completo de este material y pueda generar aplicaciones que superen

la etapa de solo su uso como relleno.

* Hidroxiapatita de origen biologico

Los scaffolds de naturaleza apatitica pueden ser de origen artificial o biolégico, atendiendo
al material del que proceden o con el que se fabrican. Son los de origen bioldgico los que
mas interés han suscitado en los Gltimos afios ya que es muy llamativa la eficiencia de los
materiales existentes en la naturaleza, que han resultado de millones de afios de evolucion
en los que se han conseguido estructuras perfectamente adaptadas, tanto funcional como
mecanicamente y que ademas son biodegradables (Elices 2000). Ademas en la actualidad
existe un creciente interés por la biodiversidad que ofrecen los nichos ecoldgicos por
suponer un enorme potencial para la obtencion de nuevos productos, en este caso
biomateriales. Es pues una opcion usar los recursos naturales de forma directa para crear
andamiajes, entre los que podriamos destacar tejidos mineralizados como los huesos,
cuernos, dientes, y otros fosfatos calcicos procedentes del medio marino como los corales

y el caparazdn de crustaceos. Aunque muchas veces nos encontramos el problema de que



muchas de las especies de las que proceden estos interesantes tejidos estan en peligro de

extincién, lo que supone una desventaja en cuanto a la obtencion del biomaterial.

En la actualidad las fuentes de HAP bioldgica de uso clinico mas extendida son las
procedentes de hueso bovino, ademas de las de tipo alogénico y autogénico, usadas como
materiales estandar durante muchos afios pero que presentan muchos problemas como la
disponibilidad del donante, el rechazo por parte del sistema inmunitario del hospedador , el
tiempo de reabsorcion y la posible transferencia de patdgenos (Gao et al. 2006).

Por otro lado, muchos sustitutos de hueso de tipo xenogénicos han sido aprobados en el
uso médico debido a su amplia disponibilidad y a la aceptable eficacia reparando y curando
defectos 6seos (Stavropoulos y Karring 2010). Pero en estos casos surge un problema y es
la necesidad de sacrificar a los animales para poder obtener el material, lo que va en contra
de la ética y el bienestar animal.

Es por todas las causas anteriores que otras fuentes de origen se estan explorando, como
los dientes de tiburon procedentes de descartes de la pesca (Lopez-Alvarez et al. 2016), los

corales marinos (Socarras 1991) o la cuerna de ciervo (Lucaciu et al. 2010).

* La cuerna de ciervo

La cuerna de ciervo (Cervus elaphus spp) es la Gnica parte del cuerpo en mamiferos que
posee la capacidad de regenerarse totalmente, y con la tasa mas rapida de crecimiento de
tejido. Cada afio, las cuernas de estos animales comienzan a crecer en primavera, empiezan
a calcificarse en otofio desde la base a la parte distal (Goss 1983), para que finalmente la
cornamenta se pierda, cerrando un ciclo de conservacién de la energia. Dado que el
desarrollo de la cuerna tiene lugar durante muy pocos meses, esto supone unas elevadas
necesidades de calcio y fosforo, parte de las cuales seran cubiertas con las reservas dseas
de estos minerales. Se trata de una estructura cuya composicion y morfologia de cristal
apatitico es similar a la parte trabecular del hueso en humanos y huesos largos de otros

animales.

Se ha descrito que este tejido 6seo estd compuesto por cuatro zonas diferentes
histolégicamente, desde la periferia que esta recubierta por la borra o terciopelo, hacia el

centro: osteoide, hueso ostednico formado por hueso lamelar compacto, una tercera region
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como transicién del hueso compacto y el trabecular y la zona mas central que constituye el
hueso trabecular (Rolf y Enderle 1999).

Zona de transicion

Hueso compacto

Hueso trabecular

Figura 6. Estructura en seccion transversal de cuerna de ciervo.

Ademas su funcion ha despertado gran interés en los investigadores, ya que, al ser
utilizadas como armas en el combate cuerpo a cuerpo para el establecimiento de una
jerarquia social y en el apareamiento, sus propiedades mecéanicas, junto con las
estructurales antes mencionadas, la convierten en un modelo excepcional para el
crecimiento y regeneracion dsea. Demostrada su capacidad osteoconductiva en
experimentos in vivo (Zhang et al. 2012), podemos empezar a pensar en la cuerna de
ciervo como biomaterial que contribuya en sustituciones ¢seas y cuyo uso, a diferencia de
los de tipo xenogénico ya utilizados, es éticamente aceptable por no suponer el sacrificio
del animal para la obtencidn del material, respetando asi los principios de la ética animal,

ademas de ser renovable y sustentable.

El estudio previo realizado por Landete-Castillejos y col. en 2007 sobre la cuerna de esta
especie ibérica demostrd que dichos animales tenian astas con mayor modulo de
elasticidad y resistencia a la flexion y a la fractura que las otras especies de ciervos

estudiadas (Cervus nippon, Cervus elaphus canadensis, Cervus porcinus, AXxis axis).
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Una estrategia rapida y barata para mejorar este material y alcanzar caracteristicas 6ptimas
para su aplicacion como injerto es el tratamiento por calor, manteniendo las propiedades

quimicas y fisicas del hueso natural (Figueiredo et al. 2010).
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OBJETIVOS

Comprobada la biocompatibilidad del scaffold de hidroxiapatita derivado de la cuerna
sobre células mesenquimales de médula 6sea de conejo con la ayuda de varios factores de

crecimiento (Zhang et al. 2013), proponemos como objetivo principal del presente trabajo:

> |a caracterizacion fisico-quimica del biomaterial y la confirmacion de las propiedades
osteoconductivas del scaffold en contacto con una linea de preosteoblastos

Como objetivos especificos destacaremos:

» optimizar las condiciones bajo las cuales la muestra se procesard para convertirla en

un scaffold bioinspirado

» reforzar la caracterizacion previamente hecha con el uso de técnicas fisico-quimicas

como el TEM y el SEM de las muestras obtenidas

» valorar el comportamiento de las muestras sometidas a las condiciones de los ensayos

in vitro
» cuantificar la viabilidad de la linea celular utilizada en contacto con los scaffolds
» tratar estadisticamente los datos brutos obtenidos en cada técnica

» relacionar los resultados de la caracterizacion fisico-quimica con los obtenidos con los

cultivos celulares
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MATERIALES Y METODOS

3.1. Procesamiento del biomaterial

3.1.1. Preparacion inicial.

El material de partida es cuerna natural de Cervus elaphus spp extraidas de la parte mas
cortical, obteniendo muestras con morfologia cubica y cuyas dimensiones son 4,8 x 4,8 x 2
mm?, medidas previamente optimizadas para su adecuada disposicion en el fondo de los
pocillos de la placa a utilizar (96-well) en los ensayos bioldgicos.

Se utiliza una cortadora de precision MINITOM automatica (servicios centrales del
CACTI de la Universidad de Vigo), la cual dispone de un disco de corte de diamante capaz

de cortar toda clase de muestras metalogréaficas y ceramicas.

3.1.2. Pirolisis.

Esta técnica consiste en la descomposicion de la materia organica por la accién del calor.
Dicha descomposicidn se produce a través de una serie compleja de reacciones quimicas y
procesos de transferencia de masa y calor. Para ello se ha utilizado un horno de mufla de
altas temperaturas de la marca Nabertherm, modelo LT/9/13/P330. Con el objetivo de
obtener las muestras de hidroxiapatita bioinspirada, se han establecido los siguientes
parametros de pirdlisis: aumento de temperatura con una rampa de calentamiento de
2°C/min y 12 horas de permanencia a la temperatura maxima (de 600 a 1100°C), con un
descenso final que se realiza de forma gradual hasta alcanzar la temperatura ambiente. El
material de partida empleado son muestras ya cortadas de cuerna natural de Cervus
elaphus spp.

Previamente se habian definido y controlado los pardmetros de procesamiento con el
objetivo de realizar un estudio detallado, variando la temperatura y caracterizando el
material en cada una de dichas temperaturas para controlar la pérdida de peso de la muestra

y SuU composicion.
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3.1.3. Lavado y esterilizacion.

Se procede al lavado final de las muestras con el objetivo de eliminar cualquier particula o
residuo que haya quedado en los poros tras el proceso de pirolisis. Para ello sometemos las
muestras a dos lavados de 3 minutos cada uno, primero con etanol 70% y después con agua
milliQ, bajo condiciones de cavitacion haciendo uso del Bafio de Ultrasonidos Cobos de
Precision. Posteriormente las muestras se dejaron secar al aire y se esterilizaron con calor

himedo en autoclave en programa de 121°C durante 20 min.

3.2. Caracterizacion fisico-quimica

3.2.1. Termogravimetria (TGA).

Se trata de una técnica que permite el registro, de manera continua, de la masa de una
muestra en atmdsfera controlada y en funcion de la temperatura. En este caso, la
temperatura de la muestra va aumentando de manera controlada y lineal con el tiempo,
obteniéndose un termograma que representa los pardmetros temperatura y perdida de masa
(TG). Se utiliza un equipo modelo TG-DSC Setsys evolution (Setaram), disponible en los

servicios centrales del CACTI de la Universidad de Vigo.

3.2.2. Difraccion de rayos X (XRD).

La difraccion de rayos X permite identificar los componentes cristalinos o fases en la
composicion de la biocerdmica obtenida, en concreto la presencia de los cristales con el
grano de crecimiento preferentes que Hughes J. M. et al. en 1989 refieren a la
hidroxiapatita. La XRD se basa en el hecho de que cuando los rayos X alcanzan la
superficie de un cristal a un angulo 0, una parte es dispersada por la capa de atomos de la
superficie, mientras que la fraccion no dispersada penetra en la segunda capa de a&tomos
donde otra vez una fraccion es dispersada y la que queda pasa a la tercera capa. El efecto
acumulativo de esta dispersion desde los centros simétricamente espaciados del cristal es la
difraccion del haz. Las redes cristalinas pueden actuar como redes de difraccion de los
rayos X debido a que las longitudes de onda de los rayos X son del mismo orden de

amplitud que las distancias interatomicas. La estructura cristalina tipica de cada cristal, al
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ser incidida por el haz de rayos X, dara lugar a modelos de difraccién que también seran
especificos (Faraldos y Goberna 2003).

El difractograma resultante muestra la relacion entre la intensidad y el &ngulo obtenido
cuando la muestra, que gira y esta rodeada por un detector, registra la posicién e intensidad
de los haces.

Se utilizo el modelo Siemens D-5000 Diffractometer 2 disponible en los servicios centrales
del CACTI de la Universidad de Vigo.

3.2.3. Determinacion de la composicion quimica por ICP-OES.

El plasma de acoplamiento inductivo (ICP) es una fuente de ionizacion que, junto a un
espectrofotometro de emision optico (OES), constituye el equipo utilizado para la
determinacion de la composicion quimica de nuestra muestra.

El modelo de equipo utilizado es Optima 4300DV de PerKin Elmer disponible en los
servicios centrales del CACTI de la Universidad de Vigo.

En esta técnica se usa una disolucion de Indio de 20mg/L como patrdn interno y la muestra
se introduce en estado liquido; para ello 0,25g fueron atacados por acido nitrico en
digestores cerrados de teflon. Posteriormente, un sistema de nebulizacion forma un aerosol
que es transportado por el gas argon a la antorcha de plasma, en donde los analitos son
atomizados e ionizados y se generan espectros caracteristicos que son detectados y
medidos, obteniendo asi los datos brutos en mg/kg de cada uno de los componentes de la

muestra.

3.2.4. Microscopia electronica de barrido (SEM/EDS).

La microscopia electronica de barrido o SEM (por sus sigla en inglés de Scanning Electron
Microscopy) se basa en el principio de la microscopia optica en la que se sustituye el haz
de luz por un haz de electrones. Con ello conseguimos hasta los 100 A de resolucion, que
es muy superior a cualquier elemento Optico y que nos permitird obtener imagenes
tridimensionales que detallan caracteristicas morfolégicas y topograficas de nuestro
material. Su funcionamiento consiste en hacer incidir un barrido de haz de electrones
procedente de un filamento incandescente sobre la muestra, la cual, salvo que sea
conductora, generalmente esta recubierta por una capa fina de oro o carbén. El fundamento

16



fisico de la técnica se basa en la aceleracion de los electrones emitidos a traves de una
rejilla polarizada positivamente y la condensacion de los mismos, los cuales tienden a
separarse debido a las fuerzas de repulsion electrostéticas, lo que permite realizar el barrido
a lo largo de la muestra. Durante la interaccion del haz de electrones se producen diferentes
procesos: la formacion de electrones secundarios que son los expulsados de la muestra y
los retrodispersados que son los reflejados y que forman la imagen.

Se utiliza un SEM modelo Philips XL30, disponible en los servicios centrales del CACTI
de la Universidad de Vigo.

3.2.5. Microscopia electronica de transmision (HR-TEM).

Se basa en la incidencia del haz de electrones que son acelerados a altas energias y
atraviesan la muestra, siendo enfocados por las lentes electromagnéticas del objetivo para
formar una imagen sobre una pantalla fluorescente. Con esta tecnica podemos obtener dos
tipos de imagenes: una directa de la microestructura de la muestra y otra del diagrama de
difraccion producido por los electrones al atravesar un medio ordenado.

El microscopio HR-TEM utilizado es un JEOL JEM2010F a 200 kV, del CACTI de la
Universidad de Vigo.

3.3. Ensayos biologicos in vitro

3.3.1. Linea celular.

La linea celular utilizada es la MC3T3-E1 (ECACC, n° catalogo: 99072810) que fue
establecida a partir de explantes de raton C57BL/6 y consiste en células pre-osteoblasticas
sin diferenciar (Wang et al. 1999). La morfologia es fibroblastoide y su tipo de crecimiento
adherente. Se trata de una linea celular que se ha establecido como modelo estandar in
vitro de la osteogénesis. El requerimiento nutritivo de esta linea celular es a base de medio
alpha-MEM (Modified Eagle Medium) enriguecido con un 10% de FBS (Foetal Bovine
Serum) y al cual se le afiade un 1% de una mezcla de antibidticos y antifingicos con el

objeto de prevenir posibles contaminaciones comunes en el cultivo.
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3.3.2. Microscopia optica (MO).

Se trata de un microscopio basado en lentes Opticas que proporcionan una imagen
amplificada en base al comportamiento de la luz al atravesar lentes pulidas.

La microscopia éptica nos ha permitido ver morfologias, posibles contaminaciones y hacer
el seguimiento del crecimiento celular en los pocillos durante la siembra. EI més utilizado
es el microscopio de campo claro. En nuestro caso, el usado ha sido un microscopio

invertido modelo Nikon Eclipse TS100.

3.3.3. Optimizacion de las condiciones de cultivo.

Previo a la parte experimental biologica principal realizamos un experimento para
optimizacion de concentraciones, estructura del scaffold y tiempo necesario para el
correcto desarrollo de los ensayos celulares posteriores. Se dispondran diferentes
concentraciones (2x10°%; 6,6x10°% y 10° cells/mL) de diferentes pases celulares y en dos
tipos de morfologia (cubica y en granulado), con sus correspondientes controles y blancos,
en placa de 96 pocillos. Se cambia el medio cada 2-3 dias y se observa la evolucion de las
células diariamente a microscopio Optico. Finalmente se realiza una prueba de MTT (ver

punto 3.4.) a dia 7 para valorar la viabilidad y proliferacion celular.

3.3.4. Citotoxicidad por MTT.

La evaluacion bioldgica se llevé a cabo con la norma ISO 10993-5:2009 como referencia
para ensayar la citotoxicidad de las muestras de cuerna utilizadas en el presente trabajo.
Esta norma pretende establecer unas pautas tanto de preparacion de las muestras y de las
células como del modo de exposicion de las células a las muestras o extractos, para poder
cuantificar aspectos del metabolismo celular que nos daran informacién de la viabilidad de
nuestra linea en contacto con el biomaterial.

El MTT es un ensayo colorimétrico basado en la reduccion del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) llevada a cabo por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa que rompe el anillo de tetrazolio del MTT y que da lugar a
cristales de formazan, los cuales seran solubilizados con un disolvente orgéanico que
corresponde al segundo reactivo utilizado en el ensayo. Este método permite determinar la
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funcionalidad mitocondrial de las células tratadas y, por consiguiente, es utilizado para
medir supervivencia y proliferacion celular, ya que la cantidad de células vivas es
proporcional a la cantidad de formazan obtenido. Esta técnica fue desarrollada por
Mosmann en 1983 siendo modificado en 1986 por Francois Denizot y Rita Lang.

* Por contacto directo.

Para la realizacion de esta modalidad, se sembraron las células de la linea MC3T3-E1 en
densidad 1,7x10*well en un volumen final de 100uL el dia de inicio de experimento. Tras
24h de incubacion a 37°C y 5% CO», se dispusieron las muestras (pirolizadas a 600 y
950°C como temperaturas maximas) sobre las células adheridas. Se dejaron 24h en
contacto con el biomaterial y se realizan fotografias de la morfologia a través del MO vy se
adicionan los reactivos del ensayo de MTT para valoracion de la viabilidad celular. La
lectura, tras la incubacion con el reactivo de solubilizacion overnight, se realiza a 595 y
655nm.

¢ De extractos.

En este caso, se dispondrd una relacion de muestra en medio a-MEM de 0,1mg/mL en
tubos Falcon y se dejaran en agitacion orbital a 160rpm y 37°C durante 72h para la
obtencion de los extractos. Sobre la linea celular MC3T3-E1 crecida durante 24h se
dispondran dichos extractos en diferentes concentraciones (0-100%). Se dejaran otras 24h
de contacto, tiempo tras el cual se realizard el MTT. Como control positivo se usara fenol a

las mismas concentraciones que los extractos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtencion y propiedades del scaffold.

En la figura 7 se presenta un analisis de termogravimetria llevado a cabo segun la técnica
descrita anteriormente. En ella se representa la pérdida de masa (en %) en funcion de la

temperatura de pirolizado (curva azul) y, por otro lado, el flujo de calor que se genera a lo

largo del proceso (curva roja).

El andlisis de composicion complementado con la TGA indica que se produce una pérdida
de masa total de un 43,5%. Se observa que, tras el pirolizado, aparecen picos de flujo de
calor, correspondiendo a reacciones exotérmicas. Por otro lado, vemos la variacion de la
masa con respecto a la temperatura, indicando los puntos en los que se da un cambio de
tendencia (tabla 2); para ello se ha calculado la derivada de los resultados. Por ultimo,

podemos observar que a partir de 600°C la muestra no presenta variaciones en cuanto a

pérdidas de masa ni reacciones quimicas significativas.
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Figura 7. Resultados de la TGA de la parte cortical de cuerna de ciervo, en donde se muestra la

pérdida de masa y el flujo de calor con respecto a la temperatura de procesamiento.
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Rango de Transformacion fisico-quimica Pérdida de masa

temperatura (°C)

(%)
100-150 Evaporacion agua 8.5
200-400 Combustién materia organica y 25.6
deshidratacion apatita (proceso
exotérmico)
450 Descomposicidn carbono 7.8
500-800 Estabilizacion. Combustion colageno 1.5

y re-cristalizacion mineral (proceso

exotérmico)

Tabla 2. Rangos de temperatura y pérdidas de materia organica en funcion de la temperatura.

Mediante SEM (figura 8) confirmamos que la morfologia superficial del scaffold de
cuerna de ciervo se modifica en funcion de la temperatura de pirolizacion utilizada: de tipo
granular y porosa uniformemente distribuida en “A” y con alternancia de zonas mas laxas
en “B”, correspondiendo posiblemente esta ultima situacion a restos organicos que no se

han conseguido eliminar a 600°C como temperatura maxima de pirolizacion.

Cuerna 950°C Cuerna 600°C

AccV SpotMagn Det WD p———— 10um AccV SpotMagn Det WD ———— 20um
100kv 40 2000x SE 10.1 CACTI 10.0kV 50 1000x SE 100 CACTI

Figura 8. Imé&genes SEM de las muestras de HAP de cuerna de ciervo pirolizadas a 600 y 950°C.
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En la tabla 3 se muestra la composicién quimica del scaffold, expresado en porcentaje en
peso, de los elementos presentes en el material. Dichos datos son el resultado del analisis
llevado a cabo con ICP-OES, el cual confirma que no aparece carbono y revela una
composicion quimica muy similar a la del hueso humano, con Ca y P como elementos

mayoritarios y presencia de Mg y Na, ademas de otros elementos traza (tabla 3).

61,9|345(183|129|0,25|0,05|0,03|0,03|0,03|0,02

Tabla 3. Composicion quimica del scaffold, representada en % en peso, revelada a partir de la técnica

de ICP-OES que se aplic6 tras la pirolizacion de la cuerna original.

En cuanto a las propiedades estructurales del scaffold obtenido de cuerna de ciervo, se han
realizado estudios por XRD y HR-TEM con el objetivo de dilucidar parametros que

caractericen la muestra de HAP bioinspirada.

El analisis de XRD de la muestra mineralizada revela, en un primer andlisis cualitativo, la
presencia de una unica fase cristalina y de tipo apatitico, que corresponde con HAP.
Ademas observamos un difractograma muy similar en las muestras pirolizadas a 600 y a
950°C, mientras que la estructura de la muestra natural no se pudo identificar
correctamente debido a la presencia de compuestos organicos (figura 9). Por otra parte,
segun un segundo analisis de tipo cuantitativo y haciendo uso de los datos brutos obtenidos

en el difractograma, se ha calculado el tamafio de grano aplicando la férmula de Debye-

Scherrer:
en donde,
0.94A _
— A = longitud de onda de los rayos X
P 5 1/2 cos 6 B ¥ = ancho a media altura del pico de difraccion

0 = angulo de difraccion,
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y el grado de cristalinidad segun la siguiente ecuacion, teniendo en cuenta la relacion entre

los planos 211 y 300 para cada temperatura, como se aclara en la figura 10:

en donde,

_ V211300

100 V = valle o background entre dos picos
1300 9 P

Xc=1
I = intensidad o altura de pico.

Calculados dichos pardmetros, se observa un incremento abrupto en el tamafio de grano
entre 600°C y el resto de temperaturas. En cuanto al grado de cristalinidad, podemos decir
también que los valores experimentan un aumento a temperaturas mas altas, aunque de

manera mas gradual (tabla 4).
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Figura 9. Difractograma obtenido por XRD en donde se representan los resultados de la muestra
original de cuerna de ciervo y las dos tratadas a las temperaturas maximas determinadas como claves
en los cambios observados.
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Intensidad cuentas (u.a.)

JUL |

2 theta (°)

Figura 10. Célculo de los parametros cristalinos sobre los picos resultantes del andlisis por XRD.

Muestra | Tamafio de grano | Grado de cristalinidad
(°C) T (nm) Xc (%)
600 47,47 33,01
800 55,39 43,58
850 55,39 58,25
950 55,39 46,22
1000 55,39 56,82
1050 55,39 51,02
1100 55,39 50,23

Tabla 4. Pardmetros de la estructura cristalina obtenidos a partir de las formulas indicadas.
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En la figura 11 se muestran las fotografias hechas de la observacion con TEM, los
patrones de difraccién que corresponden a cada una de las muestras observadas e imagenes
a alta resolucion de las mismas, tanto de la cuerna natural de ciervo como de las muestras
pirolizadas a 600 y 950°C. Dicha observacion mediante HR-TEM nos revela las siguientes

caracteristicas:

la presencia de cristales tipo aguja correspondientes a HAP tanto en la muestra
natural de cuerna como en las sometidas a pirélisis (a, b y c)

- una modificacién del tamafio del cristal en relacién al aumento de la temperatura

- la fase apatitica es confirmada con alta resolucién (HR), en donde las distancias
intercristalinas son coherentes con HAP (g y h)

- se observan indicios de cambio de tendencia en cuanto a la estructura cristalina en

relacion a la temperatura

Patrén de difraccion Imagen TEM

Alta Resolucién
(HR)

Figura 11. Imégenes TEM de muestras de HAP de cuerna de ciervo natural y pirolizada a 600 y 950°C.
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4.2. Respuesta bioldgica.

Antes de realizar el ensayo de MTT, las fotografias realizadas a 10x aumentos en MO nos
revelaron informacion sobre la morfologia y disposicion de las células con respecto al
scaffold: la imagen 1 corresponde al control de células (TCP), en donde se comprueba la
morfologia fibroblastoide caracteristica de esta linea celular. En 2 y 3 podemos observar la
diferencia en la morfologia de los preosteoblastos sembrados en contacto con el
biomaterial con respecto al control, ya que han perdido adherencia y se disponen separados
por un halo formado alrededor del scaffold. En las fotografias de extractos, 4 y 5, las
células han adquirido una morfologia méas redondeada de lo esperado pero no es un efecto
tan acusado como en el caso del contacto directo.

950°C

oL1o3dI1a
OlOV.LINOD

TCP

OL1ovilX3

Figura 12. Imégenes de la observacién a MO de células de la linea MC3T3-E1 tras su
incubacion con scaffolds y extractos de HAP.
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Volviendo a las imagenes obtenidas por SEM (figura 13), en este caso de los scaffolds
incubados durante 24h con la linea celular MC3T3-E1, podemos observar una reducida
presencia de células adheridas en ambas muestras, siendo el caso de las tratadas a 950°C
(“C”) mas acusado.En “D” encontramos células aisladas siempre asociadas a las zonas méas
laxas de la superficie del scaffold, las cuales posiblemente correspondan a restos organicos

aun presentes en la muestra.

>

Cuerna a 950°C después de cultivo celular Cuerna a 600°C-después.de'cultivo-celular-

N \_~ o

-~

Acc.V SpotMagn Det WD |—————— 20m
100kV 6.0 1500x SE 100 CACTI B

AccV SpotMagn Det WD - 10um
100kV 40 2500x SE 103 CACTI

Figura 13. Iméagenes SEM de los scaffolds de HAP de cuerna de ciervo pirolizados a 600 y 950°C tras

haber sido incubados con las células de la linea MC3T3-E1.

Los graficos de las figuras 14 y 15 representan los porcentajes de viabilidad de la linea
celular MC3T3-EL1 tras haber sido incubada con las muestras de HAP: los resultados de la
primera grafica corresponden con las células incubadas con los extractos de HAP

procedente de cuerna y los de la segunda a las células con los propios scaffolds de HAP.

De los datos de absorbancias tras la lectura del MTT, los cuales han sido tratados
estadisticamente y normalizados, obtenemos unos valores de porcentajes de viabilidad que
en el caso del ensayo con extracto a partir de la cuerna de ciervo revelan que éste no es
toxico para la linea celular MC3T3-E1, pudiendo incluir dicho valor en la escala 1 de
citotoxicidad segun Xian 2009. En cuanto al ensayo por contacto directo, los valores de las
dos muestras tratadas a diferentes temperaturas son muy distintos, siendo la viabilidad de

las células en contacto con las muestras tratadas a 600°C hasta 8 veces mayor que las que
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crecen en contacto con las muestra a 950°C (nivel 2 de citotoxicidad con muestras a 600°C
frente a nivel 4 con 950°C), dandose en esta Gltima una situacion cercana a la muerte total
de las células y confirmando los resultados obtenidos por SEM.
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Figura 14. Viabilidad celular de la linea MC3T3-EL1 tras su incubacién con extractos de HAP.
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Figura 15. Viabilidad celular de la linea MC3T3-EL1 tras su incubacion directa con muestras de HAP.

28



CONCLUSIONES

Tras la valoracién de los resultados obtenidos con las técnicas y métodos definidos,
podemos extraer las siguientes conclusiones:
« Se confirma que la cuerna de ciervo ibérico presenta unas caracteristicas fisico-
quimicas adecuadas para su utilizacion como scaffolds para regeneracién de tejido
6seo en ingenieria de tejidos, dado que su composicién mineral es similar a la del
hueso humano y que su estructura cristalina es coherente con la hidroxiapatita -
HAP-, componente principal de los tejidos mineralizados.
« Se determina que el tamafio de grano de la hidroxiapatita aumenta con la
temperatura aplicada para la preparacion de la muestra, pardmetro que también
influye en la morfologia superficial.
« La respuesta bioldgica in vitro de estos scaffolds muestra que pequefias
variaciones en la temperatura de procesamiento influyen en el comportamiento de
las células cultivadas sobre los scaffolds. A valores bajos (600°C) se observa cierta
viabilidad pero a temperaturas mas altas (950°C) la viabilidad disminuye
drasticamente. Estas diferencias de viabilidad encontradas deben atribuirse a
modificaciones estructurales del material, dependientes de la temperatura de

procesamiento, pero no a las de tipo composicional.
Se constata la necesidad de ampliar este estudio y analizar con un mayor grado de detalle

la influencia de la temperatura de procesamiento del biomaterial en la respuesta biologica

mediante cultivos celulares.
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ANEXO

Comunicacion tipo péster presentada en las Jornadas Biolntegra Saude, A Corufia, 30 de
mayo de 2017.
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