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Resumen

Existe un gran interés en el desarrollo de nuevos materiales para la regeneracion 6sea. Los
andamios elaborados con quitosano han demostrado ser una buena plataforma de adhesion para las
células con el uso de otros materiales puede mejorar su viabilidad y capacidad de proliferacion. En
este reporte de investigacion se presentan los resultados de la fabricacion y caracterizacion de
andamios realizados con quitosano, corteza de Mimosa tenuiflora (M. tenuiflora) molida y
nanotubos de carbono, asi como soportes de quitosano, extracto de M. tenuiflora y nanotubos de
carbono. La porosidad evaluada por microscopia electronica de barrido (SEM), mostré un mayor
tamafio de poro empleando extracto de M. tenuiflora y 5% de nanotubos de carbono. La
citotoxicidad de los materiales fue evaluada mediante por medio de cultivos in-vitro con células
pre-osteoblasticas MC3T3; Los resultados mostraron que el uso de extracto de M. tenuiflora
extracto y nanotubos de carbono (NTC) mejoran la viabilidad celular y evidencia una capa
carbonatada o calcificaciones. Por ultimo, se evalud la expresion de los transcritos codificantes
para osteocalcina (OCN) y factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFB1) utilizando como
marcador constitutivo gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Los ensayos mostraron
que la sobre expresion de los marcadores en el dia 3 en todas las mezclas de los compositos
evaluados con excepcion del tratamiento SE 80:20 5%. Lo cual demuestra el proceso de
osteogénesis presente en 4 de los 5 tratamientos probados.
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1. Introduccion

Los huesos cumplen la funcién de sostén y proteccion al cuerpo humano [1] y pueden ser fracturados
por caidas, accidentes automovilisticos y agresiones diversas [2], las mas frecuentes son las de
antebrazo (20.9%) y muileca (13.6%) con una mayor incidencia en mayores de 60 afios [3]. Debido al
prolongado tiempo de recuperacion, la disminucion de calidad de vida y el gran impacto econdomico se
buscan nuevas propuestas relacionadas con regeneracion 6sea resultando pertinente desde los puntos de
vista econdomicos y de salud poblacional.

La quitosana, es un polimero natural cationico y biodegradable derivado de la quitina [4], con
habilidad para ser combinado con moléculas bioactivas [5]. Exhibe propiedades estructurales similares
a la matriz extracelular y tiene la capacidad de promover adhesion celular, proliferacion y diferenciacion
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en fibras, peliculas, esponjas e hidrogeles [6]. Ademads, tiene la habilidad de enfatizar la respuesta
bioldgica que mejorar la formacion de apatita[7], lo que la hace un material prometedor para ingenieria
tisular de hueso. La Mimosa tenuiflora es parte de la familia Fabaceae-Mimosoidae [4]. Es una planta
con amplios efectos curativos explorados por culturas indigenas, con compuestos para el tratamiento
de ulceras venosas, agentes antidiabéticos [8]. La planta ha sido estudiada en peliculas para
regeneracion de piel sugiriendo que tiene propiedades que enfatizan la regeneracion de tejido epitelial
[4]. Los nanotubos de carbono poseen propiedades térmicas, eléctricas, magnéticas, Opticas y
mecanicas, baja densidad y estabilidad quimica [9]. Anteriormente han sido utilizados en andamios
propuestos para aplicaciones en ingenieria tisular de hueso [9, 10]. Los nanotubos de carbono tienen
un rol importante para mejorar las propiedades mecanicas, fisicas y eléctricas de las matrices de
materiales poliméricos[11]. Los materiales basados en carbono han mostrado ser bioactivos, y no ser
toxicos en osteoblastos[12]. No obstante, a pesar de las aplicaciones previas, aun es necesaria
investigacion de los efectos de la incorporacion y su concentracion en las propiedades osteogénicas en
andamios para ingenieria tisular.

Por los motivos anteriormente mencionados en esta investigacion se evalud la eficiencia de un
composito de Quitosano/ extracto de M. tenuiflora/ Nanotubos de carbono en un sistema in vitro
utilizando una linea celular de osteoblastos MCT3T3.

2. Metodologia

Mediante la técnica de separacion de fases inducida térmicamente fueron elaborados compositos de
quitosano/ extracto de M. tenuiflora/ nanotubos de carbono (Ch/eMt/MWCNT) y quitosano/ M.
tenuiflora molida/ nanotubos de carbono (Ch/Mtm/MWCNT) en una relacion de peso 80/20/2% y
80/20/5% para ambos casos utilizando acido acético glacial al 1 %, de acuerdo con un método reportado
previamente[13]. Las muestras fueron entrecruzadas con una solucion 10 mM de genipina en etanol
100%, sumergiendo los soportes por 30 min. Las muestras fueron lavadas y secadas a temperatura
ambiente. 24 h. La porosidad de los materiales compuestos fue calculada como un porcentaje de la
densidad aparente vs la densidad en bulto de la muestra. El tamafio de poro y la distribucion de poros
fueron medidas usando el software Scandium Universal SEM Imaging Platform (Soft Imaging System)
de las micrografias de SEM en magnificacion original. Fueron usadas tres secciones transversales de
cada soporte para estimar el tamafio de poros y fueron tomadas 100 mediciones para estimar la
distribucion.

Los compositos fueron cortados con un bisturi en cubos de = 0.1 cm?® y posteriormente esterilizados
sumergiéndolos por 30 minutos en alcohol al 70% y exposicion de radiacion de luz ultravioleta por 15
minutos (Labconco ™ Purifier™ Class I and HEPA Filtered Safety Enclosure). Todas las pruebas
fueron desarrolladas por triplicado. Después en cada composito elaborado y un control de material de
quitosano/ M. tenuiflora (80/20) se sembraron 5 000 células osteoblasticas de una linea celular de
carcinoma de osteoblasto de raton (MC3T3), lo cual se realiz6 en medio minimo esencial alfa (a-MEM)
adicionado con suero fetal bovino al 10% (SBF), acido ascorbico (10 pg/mL), B-glicerofosfato 3 mM y
antibiotico penicilina-estreptomicina al 1%. Las condiciones de incubacion fueron a 37 °C y una
atmosfera de 5% de COs, las distintas muestras fueron cultivadas a 3, 7 y 14 dias(SL_CO, incubator)
[14]. La viabilidad fue determinada mediante la reduccion metabdlica de la enzima mitocondrial de
bromuro de 3-(4,5dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) en formazan. Las células junto con los
materiales fueron incubadas a 37 °C por 3 h, siendo empleado un material de quitosano/ M. tenuiflora
molida 80/20 como control para los NTC. Posteriormente se afiadieron 150 pL de dimetil sulféxido
(DMSO) y se dejo reposar a temperatura ambiente por 30 min. Se tomaron 200 pL de la solucion de las
células y se transfirieron a una placa de 96 pocillos; la absorbancia de las muestras fue leida en un lector
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de microplaca UV/Visible a 570 nm (Microplate spectrophotometer Bench mark plus, BIO RAD). A
partir de los datos obtenidos se determiné el nimero de células, usando una curva de calibracion con
diluciones de células cuantificas por un contador automatico [15]. La morfologia y calcificacion de los
osteoblastos fue determinada mediante un estudio en microscopia electronica (SEM). La
biomineralizacion fue observada mediante la formacién de hidroxiapatita, identificada con
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) (FTIR-ATR spectrometer Nicolet 6700),
la cual detect6 los grupos funcionales caracteristicos de hidroxiapatita[ 13]. Los resultados se muestran
como resultado de matematicas espectrales con la finalidad de que sean visibles los grupos funcionales
de interés después de la incubacioén. La extraccion de RNA fue realizada a partir de células cultivadas
en los compositos a los 1, 3, y 7 dias, utilizando TRIzol (Invitrogen Life technologies®). El proceso
fue llevado a cabo de acuerdo a las indicaciones del fabricante. El RNA fue cuantificado mediante
espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermo Scientific), donde la relacion de absorbancia 260/280
debio ser superior a 1.7 [14]. La sintesis de cDNA a partir del RNA fue realizada por retrotranscripcion
utilizando el kit ImProm-II (Promega®, A3500) de acuerdo al protocolo del fabricante. La
amplificacién del cDNA fue realizada con Green Master Mix 2X (Promega®) para los biomarcadores
de sintesis y mineralizacion 6sea de osteocalcina, TGF B1 y GADPH de control, siguiendo el protocolo
del fabricante. Para esto en tubos de PCR fueron colocados 12.5 pL de Master Mix, 1 puL de cebador
sentido, 1 pL. de cebador antisentido, 200 ng de templado (cDNA) y agua estéril para obtener un
volumen final de 25 pL, posteriormente se colocaron en un termociclador con los programas para la
desnaturalizacion, alineamiento y extension de acuerdo a los previamente reportados [14]. Todos los
datos obtenidos fueron evaluados en su significancia estadistica utilizando la prueba t de Student. Los
resultados son reportados como la media + desviacion estandar y las diferencias observadas entre los
materiales compuestos fueron consideras significativas cuando P < 0.05.

3. Resultados y Discusion

Los compositos de extracto y corteza molida de M. tenuiflora con una relacion de 80/20/2% y 80/20/5%
(quitosano/M. tenuiflora/ nanotubos de carbono) fueron observados en el SEM (Fig. 1A). La
morfologia de los compositos y su porosidad es de importancia para la regeneracion 6sea, pues en ella
es donde son realizados los procesos de adhesion, proliferacion y mineralizacion[16]. En las imagenes
de los diferentes compositos se observa una estructura altamente porosa e interconectada en un tamafio
de poro de 100-300 um, aproximadamente. Las porosidades para los materiales compuestos elaborados
fueron 92.51 % + 1.08 %, 89.72 £ 5.04, 87.62 + 5.43, 86.42 + 5.43 para los compositos eM. tenuiflora
80/20/2%, e'. M. tenuiflora 80/20/5%, M. tenuiflora m?> 80/20/2% y M. tenuiflora m*> 80/20/5%
respectivamente. La distribucion de tamafio de poro mostradas por los materiales compuestos se
muestra en la Fig. 2. El amplio rango de tamafio de poro obtenido es fundamental para la formacién
de tejido 6seo, ya que poros menores a 20 um permiten el eficiente crecimiento de tejido suave , los
poros entre 40 y 100 pm fomentan un incremento interno del osteoide y poros de tamafio de 85-190 um
influyen en la adhesion celular que permite su proliferacion y mineralizacién[17]. La calcificacion
celular y mineralizacion fue confirmada a través de imagenes de microscopio electrénico de barrido, en
la Fig. 1B se observan osteoblastos conglomerados y formando un velo en la superficie de los
compositos, también se observa el inicio de secrecion de matriz extracelular, lo que comprueba la
proliferacion en el material. En las micrografias se observa la expresion de diminutos cristales
hexagonales de hidroxiapatita [14] y la migracion a los poros internos del material, en el material
extracto de M. tenuiflora al 80/20/5% se observa la calcificacion y mineralizaciéon como una capa
carbonatada de calcio.
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A) B)

Fig. 1. A) Poros de composito de (a) M. tenuiflora molida al 80/20/2%, (b) M. tenuiflora molida al
80/20/5%, (c) extracto de M. tenuiflora 80/20/2% y (d) extracto de M. tenuiflora al 80/20/5%. B)
Osteoblastos a los 14 dias de cultivo observados por SEM, (e) extracto de M. tenuiflora 80/20/2%, (f)
M. tenuiflora molida al 80/20/2%, (g) M. tenuiflora molida al 80/20/5% y (h) extracto de M.
tenuiflora al 80/20/5%.

Todos los espectros obtuvieron bandas caracteristicas los materiales que forman parte del material
compuesto, en el caso del quitosano presenta un pico a los 3450 cm™ correspondiente al estiramiento
asignado al grupo OH, un enlace de estiramiento de C-H a los 2878 cm™!, una Amida IT (grupo CONHR)
alos 1550 cm™ y la Amidalalos 1661 cm™ y 1655 cm™. Por otro lado, se observan bandas de absorcion
atribuidas a vibraciones relacionadas con el grupo C-H, a los 2923 cm!, estiramientos atribuidos a los
alcoholes primarios (C-OH) a los 1027 y a 423 cm’!. Mientras la M. tenuiflora presenta bandas
caracteristicas a los 1614 cm™' y 1511 cm™! de amida I y amida II, un grupo de p-xileno a los 843 cm™!
y a los 1033 cm-! correspondientes a arabinogalactanos. La banda caracteristica de los nanotubos de
carbonos, en el rango de 1580- 1650 cm™! de C-C de estiramiento se encuentran solapadas (Fig. 3).
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Fig. 2. Distribucién de tamafio de poro (Notaciones: 'e- extracto, 2 m- molida).
En el analisis de viabilidad y proliferacion celular (Fig. 3), la absorbancia obtenida fue proporcional
al namero de células proliferadas en el soporte, expresando las concentraciones de osteoblastos en los

materiales compuestos con un 99.7% de coeficiente de correlacion, por una relacion lineal con la
absorbancia obtenida en la lectura. La cual fue obtenida con base a la actividad metabodlica mitocondrial
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de las células, las cuales convierten el reactivo de bromuro 3-[4,5-dimetiltiazol-2-ilo]-2,5-difeniltetrazol
(MTT) en cristales de formazan. La mayor proliferacion se dio en el dia 14 Para el dia 14 (Fig. 4) el
crecimiento de células fue significativamente mayor, siendo el mayor crecimiento por parte del control
y el material de extracto de M. tenuiflora al 80/20/5% los cuales no presentaron diferencia significativa
entre ellos (p<0.05), el control presentd diferencia significativa contra los demas materiales y el
composito a base de extracto de M. tenuiflora al 80/20/5% solo present6 diferencias significativas
contra los materiales a base de M. tenuiflora molida, los cuales presentaron menor proliferacion
comparado contra todos los compositos y el control.

)
(<
$
)

s e @ 8 @

Fig. 3. [Espectros s][Al]in cultivo de (a) extracto de M. tenuiflora 80/20/2%, (b) extracto de M.
tenuiflora al 80/20/5%, de (c) M. tenuiflora molida al 80/20/2% y (d) M. tenuiflora molida al
80/20/5%.

La mineralizacion y calcificacion fue confirmada mediante la observacion de muestras de los
materiales compuestos en SEM y FTIR. Los espectros de FTIR permitieron observar la presencia de
los grupos funcionales de la hidroxiapatita. Con la finalidad de que pueda ser mas apreciado el cambio
y la presencia de los grupos funcionales de la hidroxiapatita en los espectros de las muestras con cultivo
celular se muestran como un resultado de matematicas espectrales, para evitar traslape con los grupos
funcionales del material compuesto original. El compésito a base de extracto de M. tenuiflora 80/20/2%
(Fig. 5), present6 el pico caracteristico de 3600-2700 cm™! caracteristicos del enlace OH de estiramiento,
dos picos a 2929 cm™' y 2866 cm! correspondientes a enlace de estiramiento C-H, un pico de 1455-
1410 cm™! indicando la presencia de carbonato (modo estiramiento asimétrico), un pico en los 1024 cm*
! de PO estiramiento asimétrico y en el dia 14 se observan un pico a 604 cm™' seguido de uno a 567
cm’! que corresponden al enlace del grupo fosfato [18]. Es importante sefialar que la formacion de
matriz mineralizada estd compuesta por una capa carbonatada de fosfato de calcio amorfo, el cual es
precursor del hueso mineralizado y esta presente en cantidades mayores en hueso joven, este proceso
se explica porque al momento de la mineralizacion de hueso inmaduro se deben alcanzar primero altas
concentraciones de iones de Ca?" y PO4* los cuales inducen la precipitaciéon como fosfato de calcio
amorfo, y después formar cristales de hidroxiapatita [19].

El RNA extraido es utilizado para la PCR retro-transcriptasa, misma que permite la cuantificacion
de la expresion génica. E1 RNA extraido de los diversos compositos sembrados presentd una buena
concentracion y alta pureza. Posteriormente fue sintetizado cDNA a partir del RNA extraido
previamente. Todos los cDNA presentaron concentraciones 6ptimas en relacion a los 200 ng requeridos,
asi mismo la pureza fue encontrada dentro del radio calificado como bueno. La amplificacion por PCR
de los cDNA fue observada en un gel de agarosa al aplicar la técnica electroforética (Fig. 6).
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Fig. 4. Cuantificacion celular al dia 14 por ensayo de MTT, Control: células solas, 80/20:
Quitosano/ extracto M. tenuiflora, 2m: M. tenuiflora molida al 80/20/2%, Sm: M. tenuiflora molida al
80/20/5%, 2e: extracto de M. tenuiflora 80/20/2% y Se extracto de M. tenuiflora al 80/20/5%.
*p< 0.05 vs Control, P p< 0.05 vs 80/20, ¥ p< 0.05 vs 2m, ® p< 0.05 vs 5m, ¢ p< 0.05 vs 2e, ° p< 0.05 vs
Se.
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Fig. 5. Espectro de extracto de a) M. tenuiflora 80/20/2% sin tratamiento y del resultado de la resta
entre el espectro original, y el espectro de los materiales con cultivo de osteoblastos al diab) 3,¢) 7y
d) 14.

La intensidad de las bandas, representada muestra que el material 80/20 en el dia 1 presento la
expresion de los diferentes genes. Los ensayos in vitro de la interaccion entre osteoblastos con los
diferentes compositos sintetizados, mostraron la sobre expresion de los marcadores en el dia 3 en todas
las mezclas de los compositos evaluados con excepcion del tratamiento SE 80:20 5%. Por Gltimo, en el
dia 7 solo se observo la expresion de osteocalcina con una intensidad media en el control. Lo anterior
demuestra el proceso de osteogénesis presente en 4 de los 5 tratamientos probados. La expresion génica
de los osteoblastos que no pudo ser observada podria deberse a que los NTC pueden causar dafio a los
acidos nucleicos y ademas pueden tener una hibridacién con los acidos nucleicos por tener una
solubilidad. Estas uniones se forman entre la superficie de los nanotubos de carbono y los atomos 04’
o el 02’ del anillo de la ribosa el cual forma un puente de hidrégeno con su grupo fosfato [20].
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Fig. 6. Electroforesis en gel de agarosa al 1.8%, se observa la amplificacion por PCR de TGF
B1(153 pb), GAPDH (207 pb) y Osteocalcina (212 pb). 2E: extracto de M. tenuiflora 80/20/2%, 5E:
extracto de M. tenuiflora al 80/20/5%, 2M: M. tenuiflora molida al 80/20/2%, SM: M. tenuiflora
molida al 80/20/5%, CTL: control, 80/20: composite sin nanotubos de carbono.

4. Conclusiones

Los materiales compuestos desarrollados son biocompatibles por su capacidad de actuar en respuesta
al medio biologico y poseen la porosidad requerida para llevar a cabo los diferentes procesos de la
regeneracion 6sea. A medida que se aumenta el porcentaje de nanotubos de carbono en la muestra, el
poro tiende a ser mas pequefio debido a la compactacion que produce. No obstante, el tamafio de poro
es apropiado para obtener una buena adhesion y proliferacion en un menor periodo de tiempo, tal y
como lo mostraron los resultados. La adiciéon de M. tenuiflora molida facilit6 la proliferacion celular.

La evidencia sugiere la formacion de una capa carbonatada desde el tercer dia, debido a la formacion
de grupos funcionales de PO43- y CO. La intensidad de las bandas de expresion génica disminuyo en
el dia 7, debido posiblemente a la interaccion del material con los nanotubos de carbono.

La discrepancia entre los resultados de los estudios de citotoxicidad, SEM y FTIR, con la expresion
génica observada en el dia 7, hace necesario futuros estudios para evaluar la biocompatibilidad de los
andamios y asignar posible riesgo de uso de los nanotubos de carbono en las concentraciones
propuestas.
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