Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

FACULTAD DE FARMACIA
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TRABAJO FIN DE GRADO

TITULO: Nanoparticulas de éxido de hierro

para mecanotransduccion

Autor: Carlos Martinez Carpintero
Fecha: Septiembre 2020

Tutor: Isabel Izquierdo Barba



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

INDICE

RESUMEN Y AB S T R A C T . .uittittteeeeesaeeeessscssssecesssssssssssssssssosssssasssssssssssseneeennns 3
L INTRODUCCION. .. ttttttniueentneenreeenreesnsenensaesnssesnsssssssssassnssssnssssnsssssssnsanes 4-10
1.1 M eCanotranSAUCCION . coeveeeiereeeeereeeeesseceassscsesssccasssssasssssasssssasssssasssssasssssssss 4
1.2 REJENEIACION GSEA.c.ueueieenrnrreenreeecneerancnsensesascnsesassnsesassnsesascnsessnsnsesansnsens 5-8
1.3 Nanoparticulas de OXido de RIerro.......cccceeeeiiieieiieieiieineineneeecncereecnssaecnnn 9-10
2 OB IE T IV O . itttttteeteeerrseeeeeseeesssssssssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 11
SMATERIALES Y METODOS. . .euentntntueeeeeeseeesesssnssesesssnssssesassssssesesnssssssnsnsen 11
4 RESULTADOS Y DISCUSION . ..cttttientneeeeeenenenesnssmessesessssessssesssessesssesssessians 11-20
5 CONCLUSION. . eututteeeeeenrenseeseessessessnsssssssssssssssnsssssssssssssssssnsssssnssnssssssnes 21
B BIBLIOGRAFIA....uiuieieeeeereeenernernerneraesaesaesnessessessesssssnssesnessesnssnssnnsnns 21-22
ABREVIATURAS

IONP: nanoparticulas de éxido de hierro.

ALP: fosfatasa alcalina.

hDPSC: células madre de la pulpa dental humana.

hBMSC: células madre mesenquimales derivadas de huesos humanos.
TEM: microscopia electronica de transmision.

SEM: microscopia electrénica de barrido.

XRD: difraccion de rayos X.

OS: suplementos inductores osteogénicos.



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

RESUMEN

Actualmente el conocimiento de funciones celulares como proliferacion, apoptosis y
migracion estan adquiriendo una perspectiva interesante para los cientificos. La
mecanotransduccion puede cumplir un papel importante en dichas funciones, de modo que
terminen en repercutir en un desarrollo fisioldégico adecuado, en la aparicion de enfermedades
o0 incluso en la mejora de procesos como la regeneracién désea. Por otro lado, la ciencia
también esta avanzando en el conocimiento de materiales de escala nanométrica, que por sus
propiedades Unicas pueden interaccionar con mecanismos celulares o desarrollar aplicaciones
que mejoren la calidad de vida de las personas. Con este objetivo se estan estudiando las
nanoparticulas de 0xido de hierro y este trabajo se va a centrar en cOmo estas nanoparticulas

pueden mejorar la capacidad de regeneracion 0sea del ser humano.

ABSTRACT

Currently the knowledge of cellular functions such as proliferation, apoptosis and migration
are gaining an interesting perspective for scientists. Mechanotransduction can play an
important role in these functions, so that they end up having an impact on adequate
physiological development, on the appeareance of diseases or even on the improvement of
processes such as bone regeneration. On the other hand, science is also advancing in the
knowledge of nano-scale materials that, due to their unique properties, can interact with
celular mechanisms or develop aplications that improve people’s quality of life. With this
objective, iron oxide nanoparticles are being studied and this work will focus on how these

nanoparticles can improve human bone regeneration capacity.
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1 INTRODUCCION

1.1 Mecanotransduccion

La mecanotransduccion es el conjunto de procesos mediante los que las células transforman
estimulos mecanicos (extracelulares) en sefiales bioquimicas (intracelulares) que
posteriormente se integran en las respuestas celulares. De manera que pueden modular
diversas funciones como migracion, proliferacion, diferenciacion y apoptosis celulares, asi
como la homeostasis tisular. (1)

Los procesos mecanosensibles se caracterizan por poseer una gran amplitud, ya que la
mayoria de componentes celulares pueden resistir y transmitir este tipo de fuerzas mecéanicas.
La transduccion de fuerzas fisicas puede producir cambios conformacionales de proteinas,
mediar fosforilaciones, alterar actividades enzimaticas, propiciar la apertura de canales
ionicos; de modo que intervendran en procesos fisiologicos del organismo. (2)

La mecanotransduccion tiene gran impacto en tejidos que suelen someterse a tension
mecanica como el 6seo, muscular y cartilaginoso. El tejido 6seo para garantizar una adecuada
funcion mecanica, es capaz de responder a cargas estructurales, de forma que la
mecanotransduccion interviene en la reparacion y regeneracion osea. (3)

Actualmente se cree que alteraciones en el ambiente extracelular como variaciones en las
fuerzas mecanicas, deformaciones de tejidos, cambios en la matriz extracelular (MEC) que
afectan a la rigidez o propiedades bioquimicas, variaciones en la organizacion y estructura de
una célula, podrian influir en el desarrollo de enfermedades.

Algunos investigadores plantean que el flujo del liquido intersticial es el principal estimulo
que reciben las células Oseas. Este flujo se produce por la aplicacion de tension mecénica que
causa la disminucion del volumen de algunos poros y el aumento de otros. Los osteocitos al
detectar el flujo, posteriormente producirdn moléculas de sefializacion que regulan la
resorcion 6sea mediada por osteoclastos y la formacién 6sea por osteoblastos. (3,4)

La activacion mecanica de la mecanotransduccidn, que es un proceso biolégico, complejo y
diverso, puede influir a maltiples vias de sefializacién molecular a la vez, de modo que el
estudio de vias especificas es dificil. Ademas existen vias clasicas como la ruta de la Proteina
Quinasa Activada por Mitogenos (MAPK) que participan con varias vias de sefializacion.
(1.3)
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1.2 Regeneracion 6sea

El tejido dseo se caracteriza por su capacidad para formar tejido nuevo tras sufrir lesiones
como fracturas. A diferencia de otros tejidos, en los que se crea un tejido cicatricial, en el
tejido 6seo se forma uno con la mayoria de las caracteristicas previas al traumatismo. La
regeneracion 6sea es el proceso que forma el hueso nuevo, y engloba una compleja cascada

donde intervienen factores moleculares, fisioldgicos y biomecéanicos. (5)

1.2.1 Células 6seas

En el tejido 6seo hay varios tipos de células que intervienen activamente en el proceso de

regeneracion.

Osteoblastos

Son células que se localizan en la superficie 0sea y proceden de células mesenquimales
pluripotenciales de la médula Gsea. La diferenciacion osteoblastica estd regulada por genes y
factores de crecimiento. Destacando los genes de la familia Hedgehog (Indian Hedgehog —
Ihh y Sonic Hedgehog- Shh), el factor de transcripcion Cbfa 1 (Core binding factor a-1, o
también Runx2) y las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP). (6)

Cbfal es un factor de transcripcion especifico para la osteogénesis, ya que influye en la
diferenciacion de células mesenquimales a células del linaje osteoblastico. (7)

Las BMP componen un grupo de 15 citocinas anabdlicas que pertenecen a la familia TGF-p.
Las principales proteinas con caracter osteoinductor son BMP-2, BMP-4, BMP-6 y BMP-7.
Al ser osteoinductoras tienen la capacidad de inducir la mitogénesis de células madre

mesenguimales y de favorecer su diferenciacion a linaje osteoblastico. (5,8,9)

Proteina | Grupo Funcidn
Coadyuvante en el desarrollo de cartilago, escinde el extremo
BMP 1 Metaloproteasa carboxilo terminal del Procolégena |, 11y 1M,

Induce condrogénesis, osteogénesis y revascularizacion. Estimula la
BMP 2 Sdperfamilia TGF-p osteogénesis mediante la activacion de la via EIF2AK3-EIF2A -

ATF4™.

Permite la activacidn de factores de transcripeion SMADs, influye en
BMP 4 Saperfamilia TGF-f el desarrollo de cartilago y hueso. Tiene efecto sobre proliferacion,

apoptosis y movilidad celular™.

Coadyuva en la diferenciacion de células mesenquimales en

BMP 7 Sdperfamilia TGF-p condroblastos y osteoblastos. Induce la fosforilacion de proteinas
SMAD 1/5%
BMP 8 Supertamilia TGF-B Proteina ostecinductiva y condrogénica, pudiera estar involucrada en

la osteogénesis epitelial’®.
Factor de crecimiento | Participa en la condrogénesis, potencia la curacion de tendones y la
BMP 14 | de diferenciacion | formacion de hueso™.

(GDFS) (10)
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Ademés existen mas marcadores osteogenéticos como colédgeno 1, osteopontina (OPN),
fosfatasa alcalina (ALP), sialoproteina (BSP) y osteocalcina (OCN).

La ALP es un marcador de formacién y recambio 6seo, ya que se relaciona directamente con
la mineralizacion de la matriz 6sea. (7)

Los osteoblastos sintetizan las proteinas colagenas y no colagenas de la matriz organica del
hueso, factores de crecimiento, dirigen la disposicion de las fibrillas de la matriz extracelular,
median la reabsorcion llevada a cabo por osteoclastos mediante citoquinas especificas y
contribuyen a la mineralizacion de la sustancia osteoide. (6,11)

Osteocitos

Son células que proceden de la transformacion de osteoblastos. A diferencia de los
osteoblastos, los osteocitos estan en el interior. Los osteocitos se organizan formando un
sincitio de células interconectadas, que les permite satisfacer las necesidades de oxigeno y
nutrientes.

Los osteocitos pueden controlar el remodelado 6seo detectando las variaciones mecénicas de
cargas (se encargan de la mecanotransduccion). Aunque también participan en la sintesis y
mineralizacion de la matriz osteoide. Constituyen el estadio final desde la linea osteoblastica
y son incapaces de renovarse.

Poseen como marcador especifico CD44, receptor de membrana que se expresa fuertemente

en osteocitos y es negativo en osteoblastos y células limitantes. (6,11)

Osteoclastos

Son células que proceden de células madre hematopoyéticas medulares llamadas Unidades
Formadoras de Colonias de Granulocitos y Macréfagos (CFU-GM). Los osteoclastos realizan
la reabsorcion y pueden ser identificados por la presencia de fosfatasa &cida tartrato resistente
(TRAP).

Para la formacion de osteoclastos participa el factor estimulante de las colonias de
macrofagos (M-CSF). Ademéas se conocen otras moléculas que influyen en la
osteoclastogénesis: la osteoprotegerina (OPG), receptor activador de NFkB ligando (RANKL)
situado en la superficie de osteoblastos y preosteoblastos y el receptor de RANKL (RANK)
situado en la membrana de osteoclastos y preosteoclastos. (6,11)

RANKL interacciona con su receptor RANK produciendo activacion de la diferenciacion

osteoclastica y aumentando también la actividad de osteoclastos. Los efectos de RANKL son

-6-
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inhibidos por OPG que es una proteina de la superfamilia de los receptores TNF producida
por osteoblastos y preosteoblastos. OPG se une a RANKL de modo que impide la union de
RANKL con RANK impidiendo la activacién de la diferenciacion de osteoclastos. (6)

1.2.2 Evolucion de procedimientos para regeneracion ésea

A lo largo de la historia se ha intentado reparar el dafio causado en huesos de la mejor manera
posible. Entre los procedimientos actuales estan:

Implantacion de protesis

Las protesis tienen el objetivo de restablecer el funcionamiento mecénico de los huesos. Sin
embargo, presentan ciertos problemas que limitan su efectividad como la falta de
osteointegracion. Los materiales implantados interaccionan muy poco con el tejido
circundante, de modo que las fuerzas de roce causadas por el movimiento del paciente van
desgastando el tejido Oseo proximo a la protesis y pueden llegar a provocar dafios

estructurales. (12)

Injertos autdlogos

Son fragmentos de tejido 06seo obtenidos de una zona sana, que se implantan en la zona
dafada. Es el método mas utilizado para sustituir y rellenar defectos 6seos. Sus principales
ventajas son que, al proceder del mismo individuo, no producen reacciones inmunes y se
integran adecuadamente con el tejido circundante. Sin embargo, cuentan con poca

disponibilidad, hecho que dificulta el tratamiento de defectos de gran tamafio. (12-14)

Injertos alogénicos

Son aquellos obtenidos de otro sujeto, generalmente cadaveres, de la misma especie. Pueden
producir reacciones inmunes de rechazo, pero con las pruebas de compatibilidad adecuadas
tienen altas posibilidades de integrarse bien en el huésped. A pesar de esto, existe la

posibilidad de que puedan transmitir enfermedades. (12-14)

Injertos xenogénicos
Son aquellos que se obtienen de sujetos de especies diferentes, de modo que tienen altas

posibilidades de producir reacciones inmunes graves de rechazo. (12,14)

-7-
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Como alternativa esta en continua investigacion la aplicacion de ingenieria de tejidos.

1.2.3 Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es la disciplina que se centra en el desarrollo de sustitutos biolgicos
denominados biomateriales, con el objetivo de reparar y guiar la regeneracion Osea tras su
implantacion en la zona lesionada. Se basa en que la regeneracion de nuevo tejido puede ser

guiada por la combinacién de células, biomateriales y moléculas bioactivas. (12,14,15)

Los biomateriales o andamios: constituyen una matriz sobre la que pueden asentarse células
osteogénicas que formaran nuevo tejido 6seo. Para cumplir de forma eficaz su funcion, es

preciso atender a ciertas caracteristicas:

Osteoconductividad: capacidad para actuar como soporte estructural en la formacion de
tejido 6seo nuevo.

Osteoinductividad: capacidad de inducir la migracion y la diferenciacion celular. Con esta
caracteristica se permite reclutar células madre mesenquimales y osteoprogenitoras para que
después proliferen y se diferencien a un linaje osteogenico. (16)

Biocompatibilidad: integracion adecuada al tejido, de modo que no se produzcan efectos
citotoxicos, gendtoxicos o reacciones de hipersensibilidad.

Biodegradabilidad: capacidad de una sustancia de degradarse sin generar productos toxicos.
El objetivo ideal es conseguir que a medida que se va formando nuevo hueso, se vaya
degradando el biomaterial sin producir efectos toxicos.

Resistencia y compatibilidad mecanica: el material debe ser capaz de resistir cargas
mecanicas en funcion del tejido 6seo al que reemplaza. Se buscan propiedades como rigidez,
elasticidad, resistencia a la fractura que asemejen lo maximo posible al hueso reemplazado.
(15,17)

Hoy dia se emplean andamios de diferentes materiales como hidroxiapatita (HA) y fosfatos de
calcio [ceramicas], derivados del &cido poliglicolico (PGA), derivados del acido polilactico
(PLA) [polimeros]... (12,17)
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1.3 Nanoparticulas de 6xido de hierro

Actualmente en el &mbito cientifico se estd investigando sobre la nanotecnologia con el
objetivo de desarrollar diversas aplicaciones que mejoren la calidad de vida de las personas.
Las nanoparticulas son particulas que presentan un tamafio comprendido entre 1 y 100
nandmetros (nm), y se caracterizan por poseer propiedades significativamente diferentes. (18)
La mayoria de IONP presentan estructura cristalina, cuyo grado de orden y tamafio se pueden
controlar en funcion de las condiciones de sintesis. Sus pequefios tamafios permiten
interaccionar con entidades bioldgicas de interés, y ademas pueden ser manipuladas mediante
la aplicacién de un campo magnético externo. (19,20)

De modo que son objeto de estudio para multiples aplicaciones como diagnéstico por imagen,
hipertermia por fluido magnético, orientacion magnética de farmacos, agente teragnostico,
marcaje celular, reparacion de tejidos... (21)

Las formas mas comunes de 6xido de hierro que se estan investigando son hematita (aFe203),

maghemita (yFe>O3) y magnetita (FesO.). (18,22)

1.3.1 Sintesis

En funcion del método empleado se conseguird obtener nanoparticulas con caracteristicas
estructurales diferentes (cristalinidad, tamafio, forma, dispersabilidad), de modo que pueden
influir en sus propiedades (eléctricas, magnéticas, mecanicas) terminando por determinar su
comportamiento para distintas aplicaciones. (18)

Existen varios tipos de metodos: fisicos, quimicos y biolégicos. Los métodos fisicos no suelen
conseguir controlar el tamafio de particulas a escala nanométrica. Los bioldgicos se
consideran adecuados para el medio ambiente y producen nanoparticulas con alta
biocompatibilidad, pero presentan rendimientos bajos y necesitan mucho tiempo para llevarse
a cabo. Por tanto, los métodos mas utilizados son los quimicos, puesto que son simples,
rapidos y permiten controlar el tamafio, la composicién y la forma de las nanoparticulas
obtenidas. A continuacién se explican brevemente los métodos quimicos mas relevantes.
(21,22)
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- Coprecipitacion

Es una de las técnicas méas simples y eficientes, mediante la que se obtienen nanoparticulas de
30 - 100 nm de tamafo. (22)

Consiste en la precipitacién simultanea de soluciones salinas acuosas de Fe.+ y Fes+
mediante la adicion de una base como hidréxido de sodio o hidroxido de amonio. (18,21)
Determinados factores del proceso influyen en el tamafio y forma de las particulas
sintetizadas. Entre los factores mas importantes destacan: la relacion Fex+ / Fes+, temperatura,
pH, tipo de sal empleada y tipo de base. (21)

- Descomposicion térmica

Es una técnica que se emplea para preparar IONP con un alto control de tamafio (4-16 nm) y
forma de particulas. (18)
Consiste en descomponer precursores de organohierro en disolventes organicos de altos

puntos de ebullicion en presencia de tensioactivos estabilizantes. (21)

- Microemulsion

Esta técnica permite obtener particulas de 4-15 nm de tamafio con forma cubica o esferica.

Consiste en formar una microemulsion, un sistema compuesto por una fase acuosa con
precursores de sal de hierro y otra oleosa, empleando tensioactivos para conseguir su
estabilizacion. A esa microemulsion se la agrega un agente precipitante como amoniaco y las

nanoparticulas empezaran a precipitar. (18)

- Método sol-gel

La técnica sol-gel constituye una herramienta de sintesis adecuada y sencilla para generar
nanoparticulas monodispersas, de tamafos relativamente grandes y con buen rendimiento.
Dicha técnica se basa en procesos de hidrélisis y condensacion de alcdxidos metalicos o
precursores de alcoxido, que forman dispersiones de particulas de 6xido de hierro en sol, que
posteriormente se gelifica o seca por reaccion quimica o eliminacion de disolvente, generando
una red de oxido de hierro tridimensional.

Ciertos parametros como la velocidad de reaccidn, temperatura, naturaleza de los precursores,
disolvente empleado y pH pueden influir en la obtencion de diferentes estructuras y tamafios

de nanoparticulas. (18,21)

-10 -
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2 OBJETIVOS

En este trabajo, se pretende estudiar la influencia de la aplicacion de IONP en procesos de
regeneracion 0sea, y asi determinar si dichas nanoparticulas intervienen en la diferenciacion
celular de células madre a células del linaje osteoblastico, produciendo una mas eficaz y

rapida regeneracion Osea.

3 MATERIAL Y METODOS

La metodologia empleada para la realizacion del trabajo ha consistido en una busqueda
bibliografica de diversos articulos cientificos, empleando herramientas como Google
Academics, Scielo, Sciencedirect y Pubmed.

Las palabras claves utilizadas son: mecanotransduccion, nanoparticulas de 6xido de hierro,

aplicaciones, sintesis, regeneracion dsea y andamios.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo se centra en las IONP y sus posibles aplicaciones, destacando principalmente su
papel en la mejora de procesos de regeneracion Osea. Para demostrar su influencia, me he

basado en dos estudios en los que se aplican IONP en procesos de regeneracion 0sea.

Un primer estudio consistio en desarrollar un andamio de cemento de fosfato de calcio
(CPC) que contenga IONP, concretamente hematita (aIONP) y maghemita (YIONP). Con el
fin de investigar si la diferenciacion osteogénica de hDPSC sembradas en dicho cemento
(IONP-CPC), prosperaba para producir una mejor regeneracion 0sea. (23)

Para demostrarlo, se estudio si la adicion de IONP desarrollaria las propiedades del CPC para
mejorar el proceso de regeneracion dsea, si las IONP influirian en una mayor expresion de
genes osteogénicos y de sintesis de proteinas de ALP de las hDPSC y si las IONP

contribuirian a una mayor sintesis de mineralizacion 6sea por las células madre.

-11 -
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Resultados del primer estudio:

- Caracterizacion de IONP y IONP-CPC

Se realiz6 TEM que mostr6 que YIONP presenta forma esférica y un diametro de particula de
7-8 nm (fig 1a). Mientras que alONP posee forma de huso con un tamafio de 10x90 nm

(fig 1b). Ambos presentaban un indice de polidispersibilidad (PDI) bajo, que indicaba
distribuciones de tamafio con pocas variaciones. Las propiedades magnéticas se evaluaron
mediante la curva de magnetizacién de las muestras, segin las variaciones del campo
magnético (fig 1c). yYIONP present6 comportamiento magnético tipico, confirmando sus
propiedades superparamagnéticas. EI andamio que contenia YIONP permitié su atraccion por
un iman (fig 1e). Por su parte, alONP no reflej6 comportamiento magnético, de modo que el
andamio con alONP y el control (CPC) no fueron atraidos. También se confirmaron estos

resultados mediante pruebas con magnetdmetro de muestra vibrante [VSM] (fig 1d). (23)

Figs. 1 Fabricacion IONP-CPC.

Fig. 1a TEM de yIONP.

Fig. 1b TEM de alONP.

Fig. 1c Bucles de histéresis magnética de
yIONP y aIONP.

Fig. 1d Bucles de histéresis magnética
de superposicion de VSM.

Fig. le Atraccion por iman de CPC,
YIONP-CPC y alONP-CPC.

o)

-5000 © $000 -5000 0 5000
Field (Oe) Field (Oe)

Figuras lay 1c Figuras 1b y 1d Figura le (23)

Se evalu6 por SEM la morfologia de la superficie de los andamios. Las particulas del CPC
consistian en pequefios cristales y numerosos poros. Los dos IONP-CPC presentaban mas
microporos que el control, y a su vez YIONP-CPC poseia mas poros que alONP-CPC. Se
realizd espectrometria de rayos X de dispersion de energia (EDS) que detectd contenido de
hierro en YIONP-CPC pero no en alONP-CPC, espectroscopia de absorcion atomica (AAS)

-12 -
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obteniendo un contenido de hierro del 1% en yIONP-CPC y del 0,05% en olONP-CPC.
Ademas se detectaron picos de Fe;O3 no muy agudos en YIONP-CPC mediante XRD vy se

detectd ain menos hierro en alONP-CPC, concordando con los anteriores resultados.

- Propiedades bioldgicas de IONP-CPC

A las 4 horas se examind, empleando microscopia de fluorescencia, la adhesion vy
propagacién de hDPSC (fig 2a). Las células del control CPC reflejaron una propagacion
limitada, mientras que las que contenian IONP indicaban una mayor propagacion,
principalmente las de yYIONP. También, a partir de imagenes de fluorescencia, se determind
una mejora significativa del area de propagacion celular cuantificada entre el control (CPC) y
los IONP-CPC (fig 2 b). Destacando la gran diferencia entre los datos del YIONP-CPC
respecto al CPC. Se calculo la proporcion de células adheridas mediante el control de pocillos
de cultivo, obteniendo que mas células se adhirieron al YIONP-CPC (p <0,01) y a alONP-
CPC (p <0,05) que al CPC (fig 2c). La propagacion fue mayor en yYIONP-CPC que en alONP-
CPC como muestran los valores. Ademas se valoro la proliferacion celular de hDPSC en el
armazon usando un kit de recuento de células [CCK-8] (fig 2d). Se obtuvieron resultados que
indican diferencias significativas entre YIONP-CPC y el CPC a partir del dia 4 (p <0,05) e
incluso mas, en el dia 14 (p <0,01). alONP no present6 diferencias respecto a CPC hasta el
dia 14 (p <0,05).

Se comprobo la viabilidad celular a los 14 dias, mediante tincion con calceina AM que daba
una coloracion verde (fig 2a). No se obtuvieron resultados significativos de muerte celular,
fueron consecuentes con los resultados cuantitativos de CCK-8 y reflejaron que las células en

yIONP-CPC eran mas numerosas y gruesas gque en el andamio control (CPC).

Figura 2. IONP-CPC promovi6 la adhesion, propagacion y proliferacion de hDPSC. (23) 2a Células vivas tefiidas con
Calceina AM (verde) a las 4 hy 14 dias tras la siembra. 2b Area de expansion celular en el andamio. 2c Relacion de adhesion
celular normalizada mediante control de pozos de cultivo. 2d Proliferacion celular en el armazén por CCK-8. En cada
gréfico, las barras con letras distintas son significativamente diferentes entre si (p <0,05).
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Figuras 2b, 2c y 2d (23)
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Por otro lado, se valoro la actividad de ALP a los 4, 7 y 14 dias (fig 3). Todos los andamios

experimentaron un incremento de actividad de ALP a medida que avanzaban los dias. Los dos
IONP-CPC percibieron un aumento similar del dia 4 al 7, mayor respecto al CPC control

(p <0,05). Del dia 7 al 14 el incremento de los IONP-CPC respecto al control fue mas
significativo y hubo cierta diferencia entre el YIONP-CPC que poseia una mayor actividad
que la de aIONP-CPC.

Figura 3. Actividad ALP de hDPSC
cultivadas en control de CPC, yIONP-
CPC yolONP-CPC alos 4, 7Ty 14
dias.

En cada grifico, las barras con lefras

olONP-CPC

ALP activity mU / mg protein

alONP-CPC

diferentes zon significativamente

0l/ONP-CPC

| o HHCPC control

| o g1 CPC control
YIONP-CPC

oo CPC control

diferentes entre i (g < 0.03).

4 days 7 days 14 days

Figura 3 (23)

Se estudiaron ARNm especificos de osteoblastos incluyendo genes como ALP, COLla,
RUNX2 y OCN a los 7 y 14 dias (figs 4). Los datos obtenidos indicaron diferencias
significativas entre los andamios con IONP y el control. A los 7 dias las expresiones de ALP,
COL1la, RUNX2 fueron mas altas en andamios con IONP (p <0,01) que en el control,
mientras que los niveles de OCN no presentaron diferencias tan notables. A los 14 dias los
niveles de expresion de ALP, COL1a, RUNX2 y OCN en andamios con IONP fueron mas
altos que en el control. Los niveles de OCN experimentaron un incremento notable entre el

dia 7 y el 14 en los IONP-CPC, mientras que COL1a disminuy6 sus niveles de expresion.
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Figura 4. Los niveles de expresion de ARNm de genes osteogénicos en hDPSC a los 7 dias y 14 dias, con todos los datos
relativos a hDPSC en el control de CPC. 4a Niveles de expresion de ALP. 4b Niveles de expresion de COLIo. 4c Niveles de
expresion de RUNX2. 4d Niveles de expresion de OCN. En cada grafico, las barras con letras distintas son significativamente
diferentes (p <0,05).

Se realizo tincion roja para medir sintesis de mineralizacion 0sea por las hDPSC a los 7, 14 y
21 dias (fig 5). Los resultados reflejaron que a los 7 dias no habia diferencias significativas en
su sintesis (p >0,05). A los 14 dias si hubo diferencias significativas, YIONP-CPC mostro mas
mineralizacion (p <0,01) respecto a CPC y alONP-CPC también mayor mineralizacion, pero
en menor medida (p <0,05). A los 21 dias las diferencias entre los andamios con IONP fueron

maés grandes respecto al control, siendo YIONP-CPC el de mayor mineralizacion.

Figura 3. Bintesis de minerales de matriz
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Figura5 (23)

- Internalizacién de IONP en hDPSC

Se realizd TEM para comprobar la internalizacion de IONP en hDPSC. Las imagenes
mostraron que agregados nanométricos fueron absorbidos por las hDPSC (figs 6). Ademas se
hizo una medicion cuantitativa del contenido de hierro en dichas células, empleando

espectrometria de emisién Optica de plasma acoplado inductivamente (ICP-OES). Se detect6
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hierro en ambos andamios con IONP, pero hubo mayor internalizacién en la muestra de
YIONP-CPC que en la de alONP-CPC (fig 6e).

Figura 6. TEM de gran aumento dentro de las células, que muestran hDPSC con IONP endociticos.

Las células sembradas en YIONP-CPC
: H (6ay 6¢) y en alONP-CPC (6b y 6d)

contenian nanoagregados

e

% Sl internalizados en las células.
. 6e Medicion cuantitativa del contenido
E B t- ¥ de hierro por ICP-OES. Datos = media

~rF : [ '!—l + DE. Las barras indicadas por letras

3 [ | distintas son significativamente

diferentes entre si (p <0.05).

Figuras6ay6c  Figuras 6by 6d Figura 6e (23)

- Efectos del magnetismo en la mejora de diferenciacion celular

Para detectar si los efectos magneticos de yYIONP-CPC cumplen un papel importante en la
mejora de la regeneracion dsea, se preparod un andamio desmagnetizado con nanoparticulas de
o0xido de hierro (DyIONP-CPC). Para desmagnetizarlo se sometidé al YIONP-CPC a un
calentamiento de 120°C durante 8 horas. Los comportamientos de DyIONP-CPC se
examinaron de la misma forma que los YIONP-CPC y se obtuvieron resultados semejantes. Se
analizaron mas pruebas que comprobaron si habia cambios en la estructura y fases cristalinas
como SEM y XRD. No se obtuvieron resultados que indicaran diferencias significativas, por
lo que parece que el magnetismo no ejercia influencia significativa en este experimento sin
campo magnético externo.

Ademas, se estudio la expresion génica de un magnetorreceptor ISCA-1, que es una proteina
de ensamblaje de grupo de hierro-azufre 1. No hubo diferencias significativas entre los tres
andamios, por lo que refuerza el planteamiento de que el magnetismo no influye demasiado

en el comportamiento de las hDPSC.
Un segundo estudio consistio en estudiar si el tratamiento con IONP promueve la

diferenciacion osteogénica de las hBMSC e intentar determinar que posibles vias pueden

influir en dicha diferenciacion osteogénica. (24)
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Resultados del segundo estudio:

- Propiedades fisicoquimicas de las IONP

Se prepararon mediante coprecipitacion una dispersion acuosa de IONP, las cuales estaban
constituidas por un nicleo de yFe>Osy una capa de poliglucosa - sorbitol-carboximetiléter
[PSC] (fig 7a). EI PSC se modifico con dextrano para proporcionar mayor estabilidad. Se
obtuvo que las IONP presentaban menor probabilidad de lixiviacion de hierro libre y de
producir reacciones idiosincrasicas y alérgicas.

En la figura 7b se muestra el bucle de histéresis, lo que indica su comportamiento
superparamagnético. También se realiz6 TEM que reflejo una distribucién uniforme de las

IONP y un tamafio medio de particula de 7 nm (fig 7c).

B Cuadro 1. Principales parametros de los IONP sintetizados.
(v-Fe,0,)

Hydrated

PSC Shell L
3

b Muestra Tamafio Indice de Magnetizacién por Constante de

s
~ |

hidrodinamico polidispersidad saturacién (emu[g) relajacion T ; (mM -

() (PDI) s

Magnatization (emulg)

st
N

IONPs 30,15=01843 (158=0016 77 978

)
Fiold (Oo)

Figuras 7a, 7Tby 7c

Figura 7. Preparados IONP. 7a Estructura esquematica de IONP. 7b Bucle de histéresis de IONP. 7c TEM de IONP. (24)

- Internalizacion y biocompatibilidad de IONP

Mediante una espectrofotometria de fenantrolina se obtuvo la cuantificacion de hierro en
lisados celulares tras una coincubacion de 24-72 horas (fig 8a). Se aprecia que el contenido de
hierro absorbido por las hBMSC varia con el tiempo y la dosis. También se hizo una tincion
azul de Perl (fig 8b) para valorar la internalizacion, al igual que en el anterior método, se
reflejo que a mayor dosis y tiempo mas internalizacion se producia. Al realizar la tincion, se
produjo un cambio de morfologia de las hBMSC tratadas con IONP a concentraciones de 100
y 300 pg/ml que podria significar diferenciacion temprana de dichas células. Para evaluar la
biocompatibilidad, tratamos las células con diferentes concentraciones de IONP durante 4, 12
y 24 horas y luego se procesaron para incubarlas con CCK-8 (fig 8c). Las células presentaban
una viabilidad de mas del 85% en todas las dosis y tiempos, tras 24 horas las células tratadas a
concentraciones de 100 y 300 pg/ml disminuyeron su viabilidad en un 6,12% y 8,64%

respectivamente.
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- Promocidn de la osteogénesis por IONP en tratamiento in vitro

Se estudio la actividad de ALP a los 7, 10 y 14 dias a diferentes concentraciones de IONP y
con OS (fig 9a). Los datos de actividad de ALP indican que las células tratadas con IONP la
incrementan, de 10 a 100 pg/ml presentan aumento en funcion de la dosis. La dosis de 300
ug/ml no supone una gran diferencia respecto a la de 100 ug/ml, por lo que podria indicar que
es la mas adecuada. El tiempo también influye, la actividad de ALP aumento
significativamente a los 14 dias y se aprecian niveles parecidos entre las células tratadas con
dosis altas de IONP respecto de las tratadas con OS.

Se realizo tincion con rojo de alizarina S (ARS) para detectar nédulos mineralizados. Los
resultados mostraron mayor mineralizacion en las células tratadas con IONP, se formaron
nodulos masivos mineralizados y se tifieron de rojo las hBMSC tratadas con IONP a
concentraciones de 100 y 300 pg/ml (fig 9b). En la figura 9c se cuantificdé que nddulos
mineralizados crecieron en torno a 20% entre los dias 14 y 21. De modo que es posible, que la
transformacién de hBMSC en osteoblastos maduros se completara en el dia 21.

Se analizaron distintos marcadores osteogénicos: ALPL (higado ALP), RUNX2 o CBFAL,
BMP2, OMD (osteomodulina), FOXO1 (caja de horquilla Ol) y ATF4 (factor de
transcripcion de activacion 4) através del experimento Q-PCR (fig 9d). Se obtuvo como

resultado una expresion de ARNm de estos marcadores incrementada 4-12 veces bajo la
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influencia de IONP. También se hizo un ensayo de transferencia Western para detectar el
nivel de expresion de proteinas RUNX2, BMP2 y OMD. Se manifest6 una influencia positiva
de expresion bajo la influencia de IONP en concentraciones de 50 6 100 pg/ml (fig 9f).
Posteriormente, se detectaron marcadores pertenecientes a hBMSC que incluian moléculas de
adhesion de células de melanoma (MCAM), endoglina (ENG), factor de citosina similar a
cardiotrofina 1 (CLCF1), tropomiosina 1(TPM1) y CD44 (fig 9¢). La expresion de ARNm de
estos genes se redujo 2,5-5 veces y el nivel de proteina de ENG y CD44 también se redujo.
Por tanto, es probable que los resultados anteriores signifiquen que se haya producido una
diferenciacion de hBMSC a osteoblastos.

Figura 9. Evaluacion de la
diferenciacion osteogénica. 9a

a Actividad ALP de las hBMSC. 9b Rojo
E: de alizarina S de hBMSC durante 21
§ " dias. 9¢ Mineralizacion cuantificada por
T e T T 00 T e e elucién de ARS de la matriz 6sea
Concenration of NP (ypiet) Concentation o ONES (e
IONP (ugimL) mineral tefiida. 9d /9e Expresion de
9 o RUNX2 _ﬁﬂ ARNmM detectados por Q-PCR después
%E [ ! , %“ Bupz | - — de exposicion a IONP de 100 pg / ml
3 v owo [ — =] durante 7 dias. 9f Expresion del nivel
2 ; %:z ::z % de proteina detectado por transferencia
FIPFS S conuol MGAM ENG CLert Tewn cout G‘PD"E Western después de exposicion a IONP

de 50 y 100 pg / ml durante 7 dias. Las

Figuras 9: 9a, 9b, 9c, 9d, 9e y Of. (24) barras representan la media + DE.

Mediante SEM se analiz6 la morfologia de las hBSMC (figs 10). En las imagenes (a-d) se
muestran hBSMC cultivadas sin IONP con una morfologia delgada. En hBSMC cultivadas
con OS (e-f) y en las tratadas (100 pg) con IONP (g-h), la forma de las células era poligonal,

con filopodios mas organizados y la matriz depositada en superficie tenia mayor resolucion.

Figuras 10: 10a, 10b, 10c, 10d, 10e, 10f, 10gy 10 h. (24)
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- Respuesta de la via de la sefial de MAPK en hBMSC tratadas con IONP

Kyoto Enciclopedia of Genes and Genomes (KEGG) es una base de datos para extraer rutas
moleculares relacionados con experimentos. En este caso, se empled para identificar posibles
rutas relacionadas y asi explicar, mecanismos moleculares por los que las IONP promueven la
osteogénesis. Se obtuvo como resultado que 3 vias se vieron influidas positivamente (p <0,05)
y la via de sefializacion MAPK se centrd en el control de la diferenciacion celular mediante la
regulacién de genes. Se encontraron 33 genes regulados positivamente y 22 negativamente,
distribuidos en casi todas las cascadas de la via. Ejemplos de genes alterados: receptores
tirosina quinasas (RTK) como FGFR, PDGFR; Ras, MAPKKK como Tpl2/Cot (o también
MAP3K8), MAPKK como MEK2 (o denominado MAP2K?2) y otras quinasas como p90RSK.
Ademas, se realizd un analisis cuantitativo de los genes implicados en la via clasica de
MAPK, incluyendo receptor 1 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR1), homblogo
del oncogen viral del sarcoma (KRAS), MAP3K8, MAP2K2, proteina quinasa S6 ribosomica,
90 kDa, polipéptido 1 (RPS6KAL) y RPS6KAS3 (fig 11).

Obtuvimos como resultado nivel de ARNm de FGFR1, KRAS, RPS6KAL y RPS6KAS3 de
expresion elevados entre 4 y 11 pliegues. Mientras que, MAP2K2 presentd una regulacion
negativa en comparacion con el control. Por tanto, los resultados sugieren que la via MAPK

clasica se ve influida por el tratamiento con IONP.
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5 CONCLUSION

La investigacion cientifica en relacion a las nanoparticulas esta en continuo desarrollo. Las
IONP presentan multiples aplicaciones potenciales, en este trabajo se ha focalizado en su
capacidad para la reparacion de tejidos 0seos. Los resultados de los estudios reflejan que las
IONP mejoran los procesos de regeneracion Osea. Los mecanismos que facilitan la
regeneracion 6sea no se conocen de forma exacta, pero se cree que contribuyen a la
diferenciacion osteogénica e intervienen en la regulacion de vias de sefializacion. En resumen,
las IONP constituyen una linea de investigacion muy interesante con numerosos interrogantes

a resolver.
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