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1. Resumen.

Introduccién: Actualmente la reconstruccidon de defectos 6seos del complejo
craneo—maxilo—facial, es un desafio en el campo odontoldgico y se requieren

terapias clinicas mas eficientes para lograr la regeneracion de tejido 6seo.

El litio es un elemento con demostradas propiedades osteogénicas in vitro e in

vivo. Sin embargo, este elemento no ha sido estudiado como nanoparticula.

En este trabajo, se estudid la sintesis de nanoparticulas de litio (nLi) y se

evaluaron sus propiedades osteogénicas in vitro.

Objetivos: Sintetizar particulas de litio con tamafo nanométrico y evaluar su
citocompatibilidad y capacidad para estimular la diferenciacion osteogénica in vitro

de células madre de pulpa dental.

Materiales y métodos: Se sintetizaron nLi utilizando distintos agentes
separadores: polivinil alcohol (PVA), polivinil pirrolidona (PVP) y bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTA), en conjunto con distintos métodos de sintesis. Los
productos sintetizados fueron caracterizados mediante difraccion de rayos X
(DRX), microscopia electrénica de barrido (MEB), espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier de reflexion total atenuada (FTIR-ATR) vy
espectrofotometria. La bioactividad in vitro se evalu6 mediante la capacidad para
inducir la formacion de apatita tipo 6sea en fluido fisiolégico simulado (SBF). Se
evaluo citocompatibilidad de las nanoparticulas y su capacidad para estimular la
diferenciacion osteogénica, utilizando células madre de pulpa dental de terceros

molares.

Resultados: EI método de liofilizacién y usando PVA como agente separador
(PVA/nLi) permitio sintetizar nLi en polvo, con el menor tamafio (~88 nm) de
particula y mayor rendimiento. Se comprobd que las nanoparticulas corresponden
a Li2COs.

Las PVA/nLi son capaces de inducir la formacion quimica de apatita tipo ésea en
SBF, mostraron ser citocompatibles y aumentan la actividad enzimatica de

fosfatasa alcalina (ALP) asi como la expresion del gen RUNX2 en células madre,
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ambos marcadores asociados al proceso de diferenciacion osteogénica. Las

PVA/nLi también mostraron una liberacién sostenida de iones litio en el tiempo.

Conclusién: nLi pueden ser sintetizadas en forma de polvo por medio de una ruta
simple y wusando preferentemente PVA como agente separador. Las
nanoparticulas inducen la mineralizacion de apatita en SBF, son citocompatibles y
promueven la diferenciacion osteogénica in vitro de células madre. Las
propiedades bioactivas exhibidas por las PVA/Li podrian ser de utilidad para el

mejoramiento de tratamientos de reconstruccion 6sea.



2. Introduccién

En el campo clinico odontolégico, especialmente en aplicaciones
quirurgicas, maxilofaciales, implantologicas y periodontales la reconstruccién de
defectos 6seos del complejo craneo-maxilo-facial constituye un actual desafio.
Con el propésito de lograr la reparacion optima del tejido, se requieren terapias
clinicas mas eficientes tendientes a producir un tejido de superior calidad y reducir

los tiempos requerido en el tratamiento de reconstruccion ésea.

El desarrollo de la nanotecnologia, en conjunto con la ingenieria de tejidos,
ofrece innovadoras soluciones a través del estudio, disefio y uso de
nanoparticulas bioactivas. Este tipo de particulas pueden ser usadas para el
disefio de biomateriales con propiedades mas avanzadas para estimular la
regeneracion de tejidos, debido a que ofrecen mejores propiedades bioactivas que

los biomateriales tradicionales.

El litio es un elemento utilizado por décadas en el ambito médico en el
tratamiento de trastornos psicopatolégicos (Shorter E., 2009). Sin embargo, el litio
es también una sustancia con demostradas propiedades osteogénicas in vitro e in
vivo. Actualmente todos los estudios sobre litio como estimulador osteogénico se
realizaron utilizando este elemento en la forma de ion Li*, y no se reportan
estudios de este elemento en la forma de nanoparticula. Adicionalmente, la
sintesis de particulas nanométricas de litio, es un desafio poco abordado en la
literatura. Chile es el segundo productor de litio a nivel global, después de
Australia, y contiene una de las mas grandes reservas de este mineral, por lo que
estratégicamente surge el interés por investigar nuevas aplicaciones para este
elemento, especialmente en la forma de nanoparticula y en el contexto
odontoldgico (Ober J. A., 2018).

El presente trabajo de tesis tiene como objetivo estudiar métodos para la
sintesis de particulas nanométricas de litio y evaluar por primera vez sus

propiedades osteogénicas in vitro.



3. Marco teodrico

3.1  Reparacion ésea en odontologia

Actualmente en Chile el edentulismo constituye un problema importante de
salud publica, gran parte de la poblacion adulta pierde una cantidad considerable
de dientes, debido a la presencia de caries y enfermedad periodontal, asi como
también por lesiones menos comunes como traumatismos y patologias malignas o
benignas (Urzua |. y cols., 2012). El tejido 6seo es el sostén de las piezas dentales
y del organismo en general. Cuando el paciente ha perdido un diente, el hueso
alveolar comienza un proceso llamado Reabsorcion del Reborde Residual (RRR)
que corresponde a la reabsorcion del hueso que rodeaba al diente extraido
(Atwood D. A., 1971). Como tratamiento a los pacientes que han perdido sus
dientes naturales se utilizan protesis, ya sean de tipo removible o fija, en este
ultimo caso, en ciertas situaciones es necesaria la ayuda de implantes cuando se
ha perdido la pieza dentaria y no existen las condiciones para utilizar protesis fija
dentosoportada. Estos aparatos fabricados en titanio generalmente requieren
ademas de una cirugia y tienen un costo econémico mayor, pero para los
pacientes es mas confortable y otorga mayor seguridad (Turkyilmaz I|. y cols.,
2010).

El organismo tiene limites de reparacién de un defecto 6seo dependiendo
de su tamano, este limite es conocido como “defecto de tamafrio critico” (CSD). En
general, se refiere a un defecto 6seo que no se recuperara espontaneamente y
requerira una intervencion quirurgica utilizando biomateriales o injertos 6seos para
estimular la regeneracion o reparacion del mismo. El rango de reparacion critico
de este tejido va desde 1 a 3 cm, y depende de la ubicacién anatémica del defecto

0seo y el estado del tejido blando que lo rodea (Schemitsch E. H., 2017).

Cuando el odontélogo decide rehabilitar a un paciente mediante implantes,
necesita tener hueso suficiente para poder realizar la colocacion del implante a la
profundidad necesaria para soportar la carga funcional y cumplir con los

requerimientos minimos. Es por esto, que comunmente es necesaria una
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intervencidn quirurgica que permita aumentar el nivel 6seo. El proceso de
reabsorciéon 6sea se manifiesta marcadamente en la zona del seno maxilar, en
donde para elevar el nivel del hueso se practica una cirugia rutinaria denominada
elevacion de seno maxilar (Aghaloo T. L. y cols., 2016). Para efectuar esta cirugia,
se necesita un injerto 6seo o de otro material que cumpla la funcién del hueso que
existio originalmente o mejor aun, que lo regenere. Hay distintos tipos de injertos
0seos: autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos y, ultimamente, se ha introducido el
uso de materiales sintéticos o aloplasticos (Kaigler D. y Mooney D., 2001;
Lewandrowski K. U. y cols., 2000). Otras técnicas para aumentar o producir tejido
0seo es la utilizacion de plasma rico en plaquetas (PRP), materiales para la
regeneracion 6sea guiada y combinaciones entre ellos (Dimitriou R. y cols., 2011;
Lekovic V. y cols., 2002; Mellonig J. T. y cols., 1981).

Los autoinjertos son considerados actualmente como el método clinico mas
efectivo entre las técnicas de reconstruccion 6sea. El receptor y donante son el
mismo individuo, por lo que se obvian problemas de compatibilidad con el sistema
inmune del hospedero y se disminuye la posibilidad de rechazo (Marx R. E., 1994).
Sin embargo, los autoinjertos, al igual que los aloinjertos y xenoinjertos, carecen
de propiedades osteoinductivas, es decir, que no tienen la capacidad de inducir la
diferenciaciéon de células madre mesenquimales en condroblastos y osteoblastos.
En el caso del autoinjerto, solo ocurre en un corto periodo de tiempo por los
factores de crecimiento, proteinas y células presentes en el hueso extraido. Estos
son principalmente osteoconductivos; no son capaces de liberar componentes
bioactivos que generen una respuesta celular especifica en el tiempo, pero
permiten la reparacion del hueso funcionando como un esqueleto. Ademas,
implica una cirugia en que se extrae tejido 6seo desde un lugar del mismo
individuo, con limitadas cantidades de hueso disponible, produciéndose una
pérdida de tejido en el sitio donante, y aumentando la morbilidad del paciente con
tiempos de recuperacion mayores (Soto Gongora S. y Texis Gonzalez M. G.,
2005).
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El xenoinjerto es un injerto proveniente desde una especie diferente al ser
humano, generalmente de hueso bovino el cual puede contener virus y/o priones
produciendo morbilidad en el paciente (Kim Y. y cols., 2013; Sogal A. y Tofe A,,
1999). Este tipo de injerto tampoco posee caracteristicas osteoinductoras, siendo
sb6lo osteoconductor, es decir, no estimula los mecanismos biolégicos de
regeneracion y pasa a ser solo un andamio, con limitadas capacidades de
reparacion. Similares caracteristicas tienen los aloinjertos los cuales se obtienen
de hueso liofilizado de seres humanos (Soto Gongora S. y Texis Gonzalez M. G.,
2005).

Otras opciones de tratamiento involucran PRP, membranas de
regeneracion Osea guiada, distraccion osteogénica, materiales poliméricos y
materiales compuestos (Peral B. y cols., 2008). La mayoria de los materiales de
injerto han demostrado una aceptable capacidad reparativa, pero una insuficiente
capacidad regenerativa (Lewandrowski K. U. y cols., 2000), entendiéndose por
regeneracion a aquel proceso en que un tejido especifico es reemplazado por uno
nuevo con caracteristicas histologicas y funcionales equivalentes a las del tejido
original (Mason C. y Dunnill P., 2008). La limitada capacidad para regenerar de los
materiales usados en la actualidad se debe a que son fundamentalmente
osteoconductivos y no estimulan una respuesta celular especifica que active los
mecanismos de osteoproduccion (Polo-Corrales L. y cols., 2014; Sandor G. y
cols., 2003). A pesar de ser técnicas efectivas y materiales que son capaces de
restaurar la estabilidad y funcién en algun grado, son limitados, es por esto que es
necesario continuar el estudio mediante la ingenieria de tejidos para dar lugar a
nuevos biomateriales y técnicas alternativas de tratamiento, que permitan producir
injertos 6seos de forma ilimitada de tipo sintéticos o aloplasticos y disminuir los
tiempos postoperatorios. Estos biomateriales son osteoconductores y
osteoinductores, es decir, permiten la formacion de tejido 6seo a través de la
estimulacién de vias osteogénicas, acelerando la sintesis y mejorando la calidad

histoldgica del mismo.

De acuerdo a algunos estudios in vitro e in vivo, el ion litio podria cumplir un

rol como componente bioactivo (osteoinductor) para generar una respuesta celular
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especifica que colabore a una reparacion y/o regeneracion del tejido 6seo mas
rapido y de mejor calidad (Arioka M. y cols., 2014; Covarrubias C. y cols., 2018;
Galli C. y cols., 2013; Shan T. y cols., 2015; Xu H. y cols., 2014).

3.2 Ingenieria de tejidos aplicada a tejido 6seo

Mediante la ingenieria de tejidos y la nanotecnologia se busca producir
nuevos materiales, con el fin de lograr una regeneracion ésea mas efectiva. Como
por ejemplo el vidrio bioactivo, una bioceramica que tiene la capacidad de inducir
la osteogénesis en células madre (Gong W. y cols., 2017). Nanoparticulas de este
material, han demostrado su capacidad de acelerar la formacion de tejido 6seo en
implantes de titanio mediante modelos en animales (Covarrubias C. y cols., 2016).
Estos estudios son relativamente recientes y se necesitan estudios clinicos para

confirmar su efectividad (Mistry S. y cols., 2016).

La base de la ingenieria de tejidos esta formada por una triada de factores
imprescindibles, (Figura 1). En primer lugar, debe existir una matriz o andamiaje
que sustente, permita y guie el crecimiento de células madre de forma optima para
la formacién del tejido que se busca reparar, con requerimientos como una alta
porosidad, poros interconectados y propiedades mecanicas adecuadas. Como
segundo factor fundamental son las células madre o células osteoproductoras, las
cuales se adhieren, proliferan y se diferencian en la matriz. Para que esto ocurra
las células deben ser estimuladas por factores externos a ellas que pueden
encontrarse en el andamio. Estas sefales bioactivas osteogénicas y/o
angiogénicas pueden ser de distinta naturaleza tales como biomoléculas, iones,
péptidos, proteinas, bioceramicas, factores de crecimiento, etc. (Kaigler D. y
Mooney D., 2001; Saska S. y cols., 2015).



Células
madre u
osteoproductoras

Ingenieria
de tejido
0seo

Factores de
senalizacion
osteogénicos,

angiogénicos -

Andamio
sintético o
natural

Figura 1. Componentes basicos para la ingenieria de tejido éseo. Estos componentes

se encuentran interrelacionados entre si.

Los factores de crecimiento son sustancias capaces de estimular la
regeneracion 0sea. Presentan ciertas desventajas como su elevado costo y vida
media corta, ya que se desestabilizan rapidamente luego de ser administrados
(Wei G. y cols., 2007). Ultimamente, se ha evidenciado que ciertos elementos
como estroncio (Sr), cobre (Cu), magnesio (Mg) y silicio (Si), entre otros, pueden
colaborar con la regeneracién 6sea (Bondarenko A. y cols., 2014; Marie P. J. y
cols., 2001; Wu C. y cols., 2013; Zreigat H. y cols., 2010).



3.3 El litio como elemento bioactivo

El litio (Li) es un elemento que tiene reconocida capacidad osteogénica. Se
ha demostrado que la estimulacion de las células madre con iones Li* aumenta la
expresion de marcadores osteogénicos, ya que tienen la capacidad de regular la
via de sefalizacion Wnt/B-catenina. Esta via ocupa un importante rol en la
formacion y reparacion del hueso y dientes (Duan P. y Bonewald L., 2016). Los
iones Li* en solucién promueven la reparacion de tejido duro o su regeneracion
(Arioka M. y cols., 2014) inhibiendo a la enzima glucogeno sintasa quinasa-3f3
(GSK-3B), la que regula la localizacién celular de B-catenina. Su inhibicién permite
la translocacion nuclear de 3-catenina y como resultado, aumenta la via canénica
de sefalizacion celular Wnt/B-catenina (Klein P. S. y Melton D. A., 1996; Lenox R.
H. y Wang L., 2003). La via Wnt ocupa un importante rol en la formacion del tejido
mineralizado, tiene la capacidad de promover la expresién de genes tales como
RUNX2, CBFA1, y AML3, los cuales son requeridos para la diferenciacion de las

células madre en osteoblastos (Gaur T. y cols., 2005).

Estudios demuestran que pacientes tratados por enfermedades
psiquiatricas con sales de litio via oral por un largo plazo, se produce de forma
sistémica un aumento de la densidad mineral ésea (Zamani A. y cols., 2009). En
un estudio realizado in vivo en un modelo animal en ratas se realizdé un defecto
0seo controlado en la tibia del animal, se analizé el efecto de la administracion
local de Li2COs3 y se comprobd que la aplicacion de litio local, efectivamente facilita
la recuperacion del defecto 6seo promoviendo la osteoblastogénesis e inhibiendo
la osteoclastogénesis (Arioka M. y cols., 2014). Otros estudios de administracion
directa del litio, demuestran que al encontrarse disueltos en solucion, provocan un
aumento en la expresiéon del gen AXIN2 dependiente de la dosis de LiCl (Shan T. y
cols., 2015). El gen AXIN2 ocupa un importante rol en la regulacion de la B-
catenina en la via Wnt candnica. También se reportd que la expresion de [3-
catenina nuclear y citoplasmatica aumentd después del tratamiento con LiCl, lo
que sugiere que la via candnica de senalizacion Wnt/B-catenina fue activada

(Shan T. y cols.,, 2015). Asi mismo, la expresion de los marcadores
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odontoblasticos RUNX2, DSP y DMP1, aumentdé ante la exposicion a LiCl de

células de la cresta neural del foliculo piloso (hfNCCs) (Shan T. y cols., 2015).

El litio ademas ha sido incorporado a bioceramicas como el vidrio bioactivo
y la hidroxiapatita con el fin de mejorar la bioactividad de las particulas (da Silva J.
G. y cols., 2017; Shainberg A. P. M. y cols., 2012; Wang Y. y cols., 2016). En este
tipo de modificaciones el litio actua como un agente dopante de biomateriales ya
conocidos por sus propiedades de reparacion Osea. El concepto de agente
dopante en Ciencia de Materiales esta referido a cualquier tipo de elemento que
es incorporado en la estructura cristalina o amorfa de un material, generalmente
en muy bajas cantidades y que es capaz de modificar alguna propiedad fisica,
quimica o biologica del material, u otorgarle propiedades adicionales (Callister W.
D. y Rethwisch D. G., 2013).

Un estudio que utiliza andamios de hidroxiapatita dopado con litio evidencio
que la exposicidn de células osteoblasticas MG63 a este material, estimula la
formacion de apatita tipo Osea, promueve la proliferacion y actividad de
osteoblastos MG63 (Wang Y. y cols., 2016).

En la Figura 2a, en la ausencia de una senal WNT canénica, 3-catenina es
secuestrada por un complejo multimolecular compuesto por Axin, APC, GSK3-B3, y
CKI. Luego, es fosforilada y apuntada para su degradacién proteosomal. En la
Figura 2b Tras la unién de factores especificos de la via WNT al complejo
receptor Frizzled-LRP, el complejo de destrucciéon es inhibido y la B-catenina
puede translocarse al nucleo e iniciar su programa transcripcional. Inhibidores de
GSK3-[3 tales como Li* pueden aumentar la sefalizacion de la via Wnt candnica al
aumentar la disponibilidad de B-catenina en el citoplasma. (Galli C. y cols., 2010;
Galli C. y cols., 2013).
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Figura 2. Diagrama de los principales eventos moleculares en la regulacion de la via de

sefalizacion WNT candnica en ausencia de litio (a) y en presencia de litio (b). Frizzled:
familia de proteinas de receptores acoplados a proteinas G. LRP: proteina 5/6 relacionada
con el receptor de lipoproteinas de baja densidad, CKI: caseina quinasa 1a, Axin: proteina
axin1/2, APC: gen adenomatoso poliposis coli, Bcat: catenina beta, GSk3p3: glucégeno

sintasa quinasa 3 beta (Galli C. y cols., 2010; Galli C. y cols., 2013).

3.4 Nanoparticulas de litio (nLi)

En un nivel fundamental, la nanotecnologia ayuda a manipular atomos
individuales y moléculas para producir estructuras con propiedades unicas y/o
mejoradas. Esto involucra la produccién y aplicacion en fenémenos fisicos,
quimicos y biolégicos. Por ejemplo, farmacos mas especificos, resinas
compuestas mejoradas con nanoparticulas, y un sinfin de aplicaciones (El-Kady A.
M. y cols., 2016; Emerich D. F. y Thanos C. G., 2003; Mirsasaani S. S. y cols.,
2013; Mitra S. B., 2018).

Los materiales que se trabajan en la nanotecnologia oscilan entre los 1 —
100 nm (Mendonga G. y cols., 2008). La nanotecnologia ofrece la habilidad de

disefar materiales con caracteristicas deseadas completamente nuevas, es por
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eso que ha tenido un crecimiento explosivo de su uso en medicina y odontologia
(Mirsasaani S. S. y cols., 2013).

En la Figura 3 se pone en perspectiva la escala a la cual se trabaja.
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Figura 3. Comparacion de la dimensién de diferentes elementos biolégicos y

tecnolégicos en relacién a la escala nanométrica (Commons W., 2008).

Una nanoparticula es un “cluster” de pocos atomos del elemento,
generalmente en estado de oxidacion cero, pero también pueden producirse
nanoparticulas como Oxidos del metal (Salata O., 2004). Se usa la misma
sustancia, pero con mejor rendimiento y eficacia, ya que hay una mejor respuesta
bioldgica, al existir una mayor area de superficie especifica para la estimulaciéon
biolégica y ofrecen una liberacion mas controlada del elemento. Adicionalmente,
se pueden incorporar en el disefio de nuevos materiales de tipo nanocompdsitos.
A diferencia de los iones de Li* en estado soluble. El uso de nLi ofreceria la
ventaja de una mayor area superficial para interacciones bioldgicas, un mayor
control sobre la liberacion y administracion del elemento, asi como la posibilidad
de modificar las propiedades de otros biomateriales incorporandoles la
nanoparticula (Mirsasaani S. S. y cols., 2013; Mitra S. B., 2018).
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La sintesis de nLi ha sido escasamente estudiada. Hasta el momento, en la
literatura la mayoria de los trabajos reportan la preparacion de nLi combinadas con
otros metales, por ejemplo Li-Cr o Li-Mo para su uso en baterias, en donde se
utilizé una técnica que consume alta energia como lo es el plasma por induccién
(Tanaka M. y cols., 2016). El unico trabajo de la sintesis de nLi puras es el
reportado por Alvarez R. A. y cols. (2015), no obstante, en este trabajo las nLi se
obtuvieron en una suspension acuosa, y no en forma de polvo, que es la
presentacion mas versatil para el desarrollo de aplicaciones. Ademas, estas
particulas se encontraban con tamanos coloidales de morfologia esférica de
alrededor de 5 nm de didametro, que requieren métodos muy sofisticados de
separacion para obtener nanoparticulas en la forma de polvo. En el estudio de Lu
Y. y cols. (2014) se prepararon nanoparticulas de Li2COs3 utilizando un reactor de
membrana de microfiltracién, que implica un sistema multifase, con limitaciones de

transferencia de masa durante la reaccion y de mayores costos.

Al encontrarse la nanoparticula de forma sélida y seca en forma de polvo se
puede incorporar en otros materiales, tales como andamios nanocompdésitos de
ingenieria de tejidos, nuevos recubrimientos para superficies de implantes y otros
dispositivos biomédicos (Dvir T. y cols., 2010; Pina S. y cols., 2015; Tripathy J.,
2017).

Adicionalmente, en la literatura no hay reportes de la evaluacion de las
propiedades bioldgicas, distribucion de tamano por distinto método de sintesis o

bioactividad de nLi.

Las nanoparticulas de un metal se pueden producir por reduccion quimica a
partir del ion o mediante procesos de cristalizacion. Dentro de las estrategias para
controlar el tamaro y dispersidn de las nanoparticulas, se encuentra la utilizacion
de compuestos organicos de cadena larga, mediana o corta, que permiten separar
las moléculas y lograr de esa forma la produccion de nanoparticulas (Bakshi M. S.,
2015; Farrukh M. A. y cols., 2010; Koczkur K. M. y cols., 2015). Entre estas
sustancias se encuentran PVA, PVP, CTA, entre otros. Cada uno de estos
compuestos puede tener un comportamiento distinto y controlar el tamafio de la

particula de forma diferente. Por lo tanto, resulta de interés investigar el efecto que
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tendrian estos separadores organicos en el control del tamafo de las particulas de
litio, con el fin de obtener dimensiones nanométricas (Bakshi M. S., 2015; Farrukh
M. A. y cols., 2010; Koczkur K. M. y cols., 2015).

La implementacion y potencial uso biomédico de las nLi requiere que sean
producidas de una manera eficiente, con métodos de bajo costo energético y
obtenido preferentemente en forma de polvo. En una segunda etapa de este
trabajo, se evaluara por primera vez la respuesta biolégica de células madre
cultivadas en medios acondicionados con nLi. No se han encontrado reportes
previos sobre el estudio de la respuesta de células expuestas a nLi, so6lo existen
antecedentes sobre sales de litio que no se encuentran en tamafio nanométrico
(Galli C. y cols., 2013; Xu H. y cols., 2014).

Se espera que estas nLi tengan la capacidad de estimular la via
osteogénica de células madre, puedan ser liberadas sostenidamente en el tiempo,
y ademas puedan ser incorporadas a andamios reabsorbibles biocompatibles,
similar a lo que sucede con otras nanoparticulas bioactivas como el vidrio
bioactivo, hidroxiapatita y otras (Boccaccini A. R. y cols., 2010; Peter M. y cols.,
2010; Valenzuela F. y cols., 2012).

Por los antecedentes expuestos en el presente trabajo de investigacion, se
propone estudiar diferentes metodologias para sintetizar nLi elemental, en forma
de 6xido o carbonato y con un rendimiento adecuado. Posteriormente, se evaluara
la citocompatibilidad y la capacidad de las nanoparticulas para estimular la

diferenciacién osteogénica de células madre.
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4. Hipétesis y Objetivos

41 Hipétesis

Es posible sintetizar particulas de litio con tamafio nanomeétrico y con
capacidad para estimular la diferenciacion osteogénica de células madre de la

pulpa dental.

4.2 Objetivo General

Sintetizar particulas de litio con tamafio nanométrico y evaluar su
citocompatibilidad y capacidad para estimular la diferenciacion osteogénica in vitro

de células madre de la pulpa dental.

4.3 Objetivos especificos

1. Optimizar una metodologia para la sintesis de particulas de litio con tamano
nanometrico.

2. Determinar la viabilidad de células madre de la pulpa dental cultivadas con
nLi.

3. Determinar la capacidad de diferenciacion osteogénica de células madre de

la pulpa dental cultivadas en presencia de nL.i.
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5. Materiales y métodos

5.1 Sintesis de nLi

En este trabajo se evaluaron y desarrollaron diferentes estrategias para la
sintesis de nLi, en funcion del menor tamafo de particula y del rendimiento

obtenido.

5.1.1 Método por reduccion quimica

Se prepard una solucion reductora al 10% acido ascorbico y 1% almidon.
Para disolver completamente los solutos, la mezcla se calentd bajo microondas
por aproximadamente 45 segundos. Luego, se procedido a agregar 50 mL de la
solucién reductora a una solucion acuosa de 50 mL 0,2 M de LiCH3sCOO-2H20, se
calentdé bajo microondas por 3 ciclos de 30 segundos con intervalos de 10
segundos sin calentamiento entre cada ciclo. La masa de acetato de litio utilizada
dependié de los resultados experimentales obtenidos, particularmente del
rendimiento de la sintesis y del tamafo de la particula. Se probaron distintas

concentraciones de acetato de litio hasta lograr los resultados esperados.

5.1.2 Método por cristalizacion

Se evaluo el efecto de tres tipos de compuestos organicos en el control del
tamafio de la nanoparticula PVA (PM= 85.000-124.000 g/mol), PVP (PM= 40.000
g/mol) y CTA.

Se disolvio 0,5 g del compuesto organico en 50 mL de agua a temperatura
ambiente bajo agitacion. Luego de la total disolucién del compuesto organico, se
disolvio cierta cantidad obteniendo una concentracion C de hidréxido de litio en la

solucién y se sometid a un periodo de evaporacion para producir la particula por
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cristalizacién. La masa de hidroxido de litio a utilizar fue determinada a partir de
los resultados experimentales obtenidos. Particularmente, del rendimiento de la
sintesis y del tamafo de la particula. El sélido obtenido se calciné a 700 °C a una
velocidad de 4 °C/min durante 3 horas. Posteriormente se molieron en un mortero

de agata.

Bajo las mismas condiciones anteriores se evaludé el efecto al usar una
concentracion 1/4C de hidréxido de litio, y se evalu6 el efecto de tres tipos de
compuestos organicos: PVA, PVP y CTA en el tamafio final de la particula y su

rendimiento.

5.1.3 Meétodo por liofilizaciéon

La mezcla de reaccion indicada en la seccion 5.1.2 en lugar de ser
evaporada y cristalizada se congel6 a -80 °C durante al menos 4 horas, secada
mediante liofilizacion y calcinada a 700 °C a una velocidad de 4 °C/min durante 3
horas. Este proceso solo se realizé usando una concentraciéon C de hidréxido de

litio, utilizando como agente separador a PVA, PVP y CTA.

5.2 Caracterizacion de nLi

5.2.1 Microscopia electréonica de barrido con espectroscopia dispersiva de

rayos X (MEB-EDX)

El tamafio y la morfologia de las nLi se analizé mediante MEB con un
microscopio (Jeol JSM-IT300LV, JEOL USA Inc., USA) equipado con detector

dispersivo de rayos X Aztec EDS (Oxford Instruments) para microanalisis.

Las nLi fueron dispersadas en una solucion de etanol al 70%, y se
sonicaron durante 30 minutos. Se tomo6 desde la parte superior una gota de la

solucion y se puso sobre cinta de carbono doble faz. Se esperd la evaporacion
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completa del etanol y posteriormente se metalizaron con una capa oro de 2 nm de
grosor en una atmésfera de baja presion en un Denton Vacuum desk V. (Denton

Vacuum Inc., NJ, USA). Posteriormente fueron analizadas mediante MEB-EDX.

5.2.2 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier de reflexiéon

total atenuada (FTIR-ATR)

Se analizé la estructura quimica de las nLi mediante FTIR-ATR en un
espectrometro FTIR-ATR Agilent Cary 630, desde una longitud de onda de
400 cm™ a 4000 cm’

5.3 Espectrofotometria UV

Para los productos en solucion acuosa obtenidos mediante la reduccién
quimica, se detectd la resonancia del plasmoén superficial de la nanoparticula
metalica utilizando espectrofotometria UV-visible con un barrido de longitud de
onda de 200 nm hasta los 600 nm. Este fendmeno fisico caracteristico de una
nanoparticula metalica se observa mediante un peak de absorcién a una longitud

de onda especifica.
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54 Fotometria de emision de llama

La cuantificacion del Li* liberado desde las nanoparticulas al medio de
cultivo acondicionado a 37°C, se midi6 mediante fotometria de emision de llama

en un fotdmetro de llama Jenway PFP7, usando la linea de emision a 671 nm.

5.5 Difraccion de rayos X (DRX)

El patrén de DRX de las particulas fue medido en un difractémetro Siemens
D5000 usando radiacion CuKa dentro del rango 20 de
5 ° - 80 ° a una velocidad de escaneo de 1,2 °/min. La fase de identificacion se

llevé a cabo usando la base datos ICDD Powder Diffraction File (PDF2).

5.6 Ensayos de bioactividad en fluido fisiolégico simulado (SBF)

Para este ensayo, las particulas de litio fueron prensadas para formar

piezas circulares de 9 mm de diametro por 2 mm de espesor (Figura 4).

Figura 4. Pastilla de PVA/nLi usada para ensayo de bioactividad en SBF.
PVA/nLi: Nanoparticulas de litio obtenidas mediante método de liofilizacién y agente

separador PVA.

La bioactividad, en términos de la habilidad de las particulas para inducir la
formacion de apatita tipo 6sea in vitro se evalué mediante el ensayo SBF el cual
posee concentraciones idnicas similares a las del fluido extracelular humano. La

solucion de SBF se prepard de acuerdo a la composicion idnica estandar, a partir
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de los iones y concentracion especificadas en la Tabla 1 (Kokubo T. y Takadama
H., 2006). El fluido se neutralizd, ajustandolo al pH fisiolégico 7,4 con tri-

(hidroximetil) aminometano y acido hidrocldrico.

Tabla 1. lones y sus respectivas concentraciones en la solucion de SBF.

lones Concentracion (mM)
Na* 142,0
K* 5,0
Mg?®* 1,5
Ca* 2,5
cr 147,8
HCO3 4,2
HPO3 1,0
SO7 0,5
pH 7.4

SBF: fluido fisiolégico simulado.

El polvo obtenido de menor tamafio y de mejor rendimiento se utiliz6 para
producir prensados (pastillas). Esta pastilla fue sumergida en 50 mL de SBF en
contenedores de polietileno y mantenidas bajo agitacion en condiciones
termostatizadas a 36,5 °C por diferentes tiempos (3 dias, 7 dias y 14 dias). La
pieza fue removida del SBF al cumplir sus correspondientes tiempos y lavadas con

agua destilada. Posteriormente se sometid a secado a 40 °C.

La formacién de apatita tipo 6sea sobre el material fue identificada mediante
DRX, MEB-EDX y espectroscopia FTIR-ATR.
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5.7 Ensayos con células madre

Para llevar a cabo estos ensayos se utiliz6 muestras de células madre de
pulpa dental (DPSCs) criopreservadas en el Laboratorio de Nanobiomateriales de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Santiago de Chile),
aisladas segun protocolo descrito por Balanda C. (2013). Protocolo aprobado por
comité de ética de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile (Anexo
1-4).

5.7.1 Medios acondicionados con nLi

Para el acondicionamiento de medios de cultivo se utiliz6 como base medio
de cultivo a-MEM (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, MO, USA), suero fetal bovino
(FBS) al 10%, antibioticos y antimicoticos. En distintos tubos se agregd 50 mL de
medio de cultivo y diferentes cantidades de PVA/nLi. Se dejaron incubando por 4
dias y posteriormente se filtraron a través de membranas estériles con tamano de
poro de 0,22 um (Merk Millipore, USA).

5.7.2 Ensayo de viabilidad celular por MTS

La viabilidad celular en presencia de nanoparticulas se evalud
cuantitativamente en placas de 24 pocillos a una densidad de 2,0 x 10*
células/pocillo luego de 3, 7 y 14 dias de incubacion en medio de cultivo a-MEM
acondicionado con 150 pg/mL, 300 pyg/mL, 600 pg/mL y 1200 pg/mL de PVA/nLi,
de acuerdo a lo descrito en la seccion 5.7.1. Las concentraciones de Li* en cada
medio fueron: 1,47 mM; 3,90 mM; 9,71 mM y 16,75 mM. Estas concentraciones
utilizadas estuvieron basadas en experimentos in vifro con iones de litio y
adaptadas de acuerdo a la solubilidad de las nLi (Magon A. L. B. y cols., 2017;
Tsai L. K. y cols., 2011; Wang Y. y cols., 2016). Para el analisis se utiliz6 el kit de
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ensayo de viabilidad celular CellTilter 96® Aqueous OneSolution Cell Proliferation
Assay (Promega Corporation) cuyo componente principal es (4,5- dimetiltiazol-2-
il)5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenill)-2H-tetrazolio  (MTS), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se midi6é la absorbancia del sobrenadante a 492 nm
en un lector de placa ELISA, la cual corresponde a la formacion de formazan,
debido a la reduccién del reactivo MTS por las deshidrogenasas mitocondriales de

las células viables presentes en el cultivo.

5.7.3 Ensayo actividad enzimatica de fosfatasa alcalina (ALP)

La capacidad de diferenciacion osteogénica de DPSCs cultivadas en
medios acondicionados con 150 pg/mL, 300 pg/mL y 600 ug/mL de PVA/nLi de
acuerdo a lo descrito en la seccion 5.7.1, se evalu6 cuantitativamente midiendo la
actividad de la enzima ALP a los 3, 7 y 14 dias de incubacion. Una vez
completado el tiempo de incubacion, se retiré el medio acondicionado y las DPSCs
cultivadas se fijaron en una solucion de 90% de etanol y 10% de formaldehido
(cuya concentracion es de 37%) durante 30 segundos, tras lo cual se lavaron con
una solucion tampén fosfato salino (TBS) y se agrego el reactivo fosfato de p-
nitrofenol en buffer de reaccion compuesto por bicarbonato de sodio 100 mM vy
MgCl21 mM a un pH 9,6.

El principio de la medicidn cuantitativa de la actividad de ALP se
esquematiza a continuacion: las células fijadas se incubaron con fosfato de
p-nitrofenol a pH basico (pNPP, incoloro) durante 20 min a 37 °C, tiempo durante
el cual el pNPP fue lisado en presencia de ALP, liberando p-nitrofenol, que en
condiciones fisioldgicas pierde un protdon generando p-nitrofenolato, de color
amarillo. La cantidad de p-nitrofenolato generado es directamente proporcional a
la actividad de ALP, y se midié por absorbancia a una longitud de onda de 405 nm

en un lector de placa ELISA.
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5.7.4 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-

PCR)

En placas de 35 mm se sembraron 4 x 10* células por pocillo. Una vez que
alcanzaron la confluencia, se les agregé los medios acondicionados con nLi (placa
diferenciada) y la placa control fue cultivada con medio a-MEM, FBS al 10%,
antibidticos y antimicéticos. Completado el tiempo de incubacion de 3 dias, se
lavaron las placas dos veces con PBS y se agregé 1 mL del reactivo Trizol para
extraer RNA, el cual fue utilizado para evaluar la expresion del gen osteogénico

RUNX2 y el gen de la subunidad ribosomal 18S (control de carga).

El RNA total se obtuvo de acuerdo al protocolo del fabricante y se cuantifico
espectrofotométricamente. EI DNA complementario (cDNA) se obtuvo por RT-
PCR, utilizando RNA en una concentracién de 50 ng/uL, la enzima transcriptasa
inversa del virus de la leucemia murina Moloney (M-MLV) y los partidores
especificados en la Tabla 2. El programa del RT-PCR consistié en 5 min a 70°C, 1
hora y 30 min a 42°C y 15 min a 70°C; el cDNA obtenido de la reacciéon se
cuantifico espectrofotométricamente. Para las reacciones de PCR se utilizé 1,5 pl
de cDNA, en un volumen total de 20 pL. Una vez realizado el PCR, los amplicones
fueron corridos en geles de agarosa al 1% y tefiidos con bromuro de etidio para su
visualizacion. Se utilizé una escala de DNA de 100 pb. (AccuRuler 100 bp DNA
Ladder, Maestrogen, USA)

El anadlisis de la imagen del gel de agarosa fue procesada segun el
protocolo de Antiabong J. F. y cols. (2016) usando el software Imaged versién
1.52a. Se evalud la expresion de los genes RUNX2 y 18S. Se us6 como control de
carga la expresion del gen de la subunidad ribosomal 18s. Los resultados de
intensidad de los genes en estudio se normalizaron con respecto a la intensidad
del gen 18S.
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Tabla 2. Partidores utilizados en la amplificacién de los genes RUNX2 y 18S (Balanda C.,
2013).

Tm

Genes Forward Reverse o
(°C)

18S 5-GGACACGGACAGGATTGACA-3' 5-GGACATCTAAGGGCATCACAG-3° 64

RUNX2 5-TTGTGGGCCGGAGTGGACGA-3 5-AGGGAGGGCCGTGGGTTCTG-3 57

5.8 Analisis estadistico

Los datos obtenidos de los ensayos MTS, ALP y PCR fueron analizados
mediante el software GraphPad Prism 7 (Graphpad Software Inc., USA) para
comprobar la normalidad de la distribucion de los datos fue realizada la prueba
estadistica de Shapiro-Wilk. Luego se aplicé el test ANOVA One Way y se
comparé las medias usando el método de Tukey con un nivel de significancia de
95% (p<0,05).
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6. Resultados

6.1  Sintesis de nLi por reduccién quimica

El producto de la sintesis de nLi utilizando como agentes reductores acido
ascorbico y almidén se analiz6 mediante espectroscopia UV. En la Figura 5a se
muestra el espectro UV experimental y las curvas resultantes de la deconvolucién
del peak cercano a 310 nm. Para una mejor resolucidon de esta banda. La
presencia de este peak esta relacionada con la resonancia magnética de
plasmones superficiales, que es un fendmeno fisico que caracteriza a las
particulas metalica con tamafo nanométrico. Por lo tanto, el analisis confirma la
presencia de nLi en el producto de sintesis. La curva de color rojo se genera por el
resto de los componentes presentes en la solucién reductora. En este producto
sintetizado las nanoparticulas no fueron visibles a simple vista (Figura 5b), lo que

indica que se encuentran de forma coloidal con tamafos nanométricos muy

pequenos.
a) — Espectro UV experimental b)
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Figura 5. Espectro UV experimental y curvas de deconvolucion de peaks de
suspension con nLi obtenida mediante método de reduccién quimica (a). Fotografia de

la suspension transparente con nLi obtenida (b).
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6.2 Sintesis de nLi por métodos de cristalizacion y liofilizacién

En la Figura 6 se muestran las imagenes MEB de los productos de sintesis
obtenidos mediante meétodos de cristalizacion vy liofilizacion utilizando los
diferentes agentes separadores PVA, PVP y CTA. En general, se puede observar
que todos los productos presentan tamafio de particula nanométrico, sin embargo,
el método mediante liofilizacién (Figura 6 g-i) permitié6 obtener el menor tamano
de particula (~87nm), con mejor uniformidad y rendimiento de producto (86 %),

particularmente usando PVA como agente separador.

CTA
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Figura 6. Imagen MEB de nanoparticulas sintetizadas mediante método de cristalizacion
con concentracion de litio C (a — ¢), 1/4C (d — f) y mediante método de liofilizacion (g — i)
con cada tipo de agente separador (PVA, PVP y CTA). Dp: Diametro de Particula. R:

Rendimiento.
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La Tabla 3jError! No se encuentra el origen de la referencia. resume las

caracteristicas de los productos obtenidos mediante el método de liofilizacion

Tabla 3. Promedio de tamafo de particulas y rendimiento de la sintesis mediante el
método de liofilizacién.

Tamano particula (nm) Rendimiento (%)
PVA/nLi 86,6 £ 10,8 86
PVP/nLi 108,5 + 19,3 71
CTA/nLi 101,9+ 17,5 48

PVA/nLi: Nanoparticulas de litio obtenidas mediante método de liofilizacién y agente
separador PVA. PVP/nLi: Nanoparticulas de litio obtenidas mediante método de
liofilizacion y agente separador PVP. CTA/nLi: Nanoparticulas de litio obtenidas mediante

método de liofilizacion y agente separador CTA.

En la Figura 7 se puede observar algunas de las etapas para la sintesis de

nLi. También se observa macroscépicamente el producto de sintesis (PVA/nLi).

Las nanoparticulas producidas mediante el método de liofilizacién y PVA
(PVA/nLi) fueron elegidas para un posterior analisis estructural y para pruebas de
bioactividad porque exhibieron el tamafio de particula mas pequeno, mayor

uniformidad en la distribucidén del tamafio y mayor rendimiento de sintesis.

a)

Figura 7. Mezcla de reactivos en el método de cristalizacion o liofilizacion (a), Producto
de sintesis PVA/nLi obtenido posterior a la liofilizacion (b), luego de ser calcinado a
700 °C y posteriormente molido en mortero de agata (c). PVA/nLi: Nanoparticulas de

litio obtenidas mediante método de liofilizacién y agente separador PVA.
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6.3 Analisis DRX

El producto de sintesis PVA/nLi también se analizé mediante DRX. El
difractograma de DRX de la Figura 8 revel6 que las nanoparticulas presentan una
estructura altamente cristalina correspondiente a la fase Li2COs (ICDD: 00-022-
1141) con un grupo espacial monoclinico C2/c. Ademas, se detectaron algunos
peaks de Li20, lo que sugiere la presencia de trazas del 6xido metalico en el

producto.

] ® 00-022-1141 -- Li,CO;
¢ 00-012-0254 -- Li,0

Intensidad relativa (u.a.)

T UL T
2
10 20
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20 ()

Figura 8. Patrén de analisis de difraccion de rayos X (DRX) de producto PVA/nLi.
PVA/nLi: Nanoparticulas de litio obtenidas mediante método de liofilizacion y agente

separador PVA.
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6.4 Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier de reflexion total
atenuada (FTIR-ATR).

La formacién de PVA/nLi a partir de LiOH fue analizada mediante FTIR-ATR
(Figura 9). Las vibraciones de estiramiento de O—H del LiOH estan alrededor de
3600 cm™ y para el H20 asociada al LiOH a los 1573 cm™'. Estas bandas
desaparecen o disminuyen su intensidad en el producto sintetizado por liofilizacion

(no calcinado). Por otro lado el espectro de PVA/nLi presenta bandas a 1419 cm™’

y 853 cm™, correspondientes a las vibraciones del enlace C-O del grupo CO§'
(Brooker M. y Bates J. B., 1971) que confirman la formacién de carbonato de litio

en el producto de sintesis.

LiOH
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 9. Andlisis FTIR-ATR de productos sintetizados PVA/nLi. PVA/nLi:
PVA/nLi: Nanoparticulas de litio obtenidas mediante método de liofilizacién y agente

separador PVA.
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En la Figura 10 se compara los cristales de LiOH, utilizados como
precursores (Figura 10a), con los del producto de sintesis PVA/nLi (Figura 10b).
Se puede observar que a partir de las particulas micrométricas de LiOH (>10 um)

se forman particulas nanométricas de Li2COs.

1000 nm

Figura 10. Precursor de nanoparticulas bajo MEB (a). Nanoparticulas de litio utilizando
método de liofilizacion con separador PVA (PVA/nLi) bajo MEB (b).

El analisis de la composicion quimica mediante EDX (Figura 10b, recuadro
verde/rojo) muestra solo los contenidos de C y O en la nanoparticula, ya que el
elemento litio debido a su numero atémico muy bajo (Z=3) no es detectable por
ésta ni por otras técnicas de analisis de sélidos. Sin embargo, la proporcion molar

de los elementos C:O fue de 1:3, lo cual concuerda con la proporcidn tedrica en el

ion CO%’.

6.5 Ensayos de bioactividad en SBF

La capacidad in vitro de PVA/nLi para estimular la formacién de apatita tipo
Osea se evalué mediante inmersion en SBF. En la Figura 11a-d se muestra los
resultados mediante microscopia MEB de la superficie de las particulas con

diferentes periodos de inmersién y su composicion quimica que fue analizada
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mediante EDX. Se puede observar una mayor deposiciéon mineral a medida que
aumenta el tiempo de inmersidon. Ademas, el contenido total de Ca y P aumenta, y
la relacién Ca/P tiende a disminuir haciéndose mas cercana a la relacién de
tedrica de la hidroxiapatita (Ca/P = 1,7).

CalP =85
CatP =24

McaP =238
L, Cat+P =69
w o 3¢

10 pm

Figura 11. Imagenes MEB y analisis EDX de la superficie de las nanoparticulas luego
de 0 dias (a), 3 dias (b), 7 dias (c) y 14 dias (d) en SBF.
SBF: fluido fisiolégico simulado. Ca/P: Porcentaje de calcio divido por porcentaje de

fésforo. Ca+P: Porcentaje de calcio sumado a porcentaje de fosforo.
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Estas superficies también fueron analizadas mediante FTIR-ATR, con el
propésito de obtener mayor informacion sobre la estructura quimica de los
depdsitos minerales formados. En los espectros FTIR obtenidos (Figura 12) se
observa un peak a 1010 cm™ que se va intensificando desde el dia 3 al dia 14. Lo
mismo ocurre con un doble peak en 574 cm™' y 542 cm™', estos peaks sefalados,
aun con una leve traslacion horizontal negativa <50 cm™1 respecto a lo encontrado
por Qing L. y cols. (2009) corresponden a la formacion de apatita tipo ésea. Esto
evidencia que las nLi son capaces de inducir la formacion de apatita tipo 6sea en
SBF.
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Figura 12. Andlisis FTIR-ATR de las nanoparticulas PVA/nLi luego de 3 dias, 7 dias y 14
dias sumergidas en SBF.

FTIR-ATR: Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier de reflexion total atenuada.
SBF: fluido fisiolégico simulado. PVA/nLi: Nanoparticulas de litio obtenidas mediante

método de liofilizacion y agente separador PVA.
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6.6 Curva de liberacion de iones de litio desde nanoparticulas

En la Figura 13 se muestra la curva de liberacién de iones litio (Li*) en el
tiempo desde las PVA/nLi en medio de cultivo a-MEM. Se puede observar que la
liberacion de iones litio a partir de las PVA/nLi se estabiliza después de los 2 dias
alrededor de un valor de 150mg/g (10,2 mM), mostrando una tasa sostenida de

liberacion del elemento.
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Figura 13. Curva de liberacién de Li* desde PVA/nLi en medio de cultivo. Cantidad de litio

liberada esta expresada como masa de Li* por masa de nanoparticulas.
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6.7 Ensayos con células madre

6.7.1 Ensayo de viabilidad celular por MTS

La Figura 14 muestra que PVA/nLi induce cambios estadisticamente
significativos en la viabilidad celular en concentraciones de 1200 ug/mL. Bajo esta

concentracion solo se observan disminuciones marginales.

hkk

2.0+
B3 Dia3

% Dia7
=3 Dia 14

OD (490 nm)

Figura 14. Viabilidad MTS de cultivo de DPSCs en medios acondicionados con
distintas cantidades de nanoparticulas PVA/nLi e imagen control de cultivo celular
bajo microscopia de contraste de fases (*** P < 0,001).

PVA/nLi: Nanoparticulas de litio obtenidas mediante método de liofilizacion y

agente separador PVA.
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6.7.2 Actividad de ALP

La actividad enzimatica de ALP se midié en las concentraciones que no
provocaron una disminucion de la viabilidad celular. En la Figura 15 se puede
observar que la actividad enzimatica de ALP incrementd significativamente en el
medio acondicionado con 600 pg/mL de PVA/nLi después de 14 dias de

incubacion en relacion al control solo con DPSCs.

0.8_ * k%

B3 Dia3
" Dia7

=3 Dia 14

Absorbancia ALP (405 nm)

Figura 15. Actividad de ALP en DPSCs en medios de cultivo acondicionados con
nanoparticulas PVA/nLi (*** P < 0,001).
PVA/nLi: Nanoparticulas de litio obtenidas mediante método de liofilizaciéon y agente

separador PVA. ALP: fosfatasa alcalina
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6.7.3 Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-

PCR)

El gen RUNX2 es un importante marcador de diferenciacién osteogénica,
de expresion temprana, que ha sido demostrado como indispensable para la
formacion 6sea y que permite evaluar si existe la diferenciacién hacia células
osteoblasticas (Komori T., 2003; Miron R. y Zhang Y., 2012). En la Figura 16 se
puede observar la expresiéon del gen RUNX2 en células cultivadas durante 3 dias
con 600 pg/mL de PVA/nLi fue significativamente mayor (p<0,0001) respecto al de

las células incubadas en medio de cultivo a-MEM y medio osteogénico.
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Figura 16. Expresién de RUNX2 de DPSCs cultivadas en medio de cultivo a-MEM
(Runx2 N), medio a-MEM osteogénico (Runx2 Os) y en medio de cultivo a-MEM con
nanoparticulas PVA/nLi (Runx2 Li) (**** P < 0,0001).
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7. Discusion

En este trabajo se estudio la sintesis de nLi utilizando distintos métodos de

sintesis y usando diferentes agentes separadores.

El método y el agente que permiti6 obtener nLi con el menor y mas
uniforme tamano fue el de liofilizacion y utilizando PVA como agente separador.
PVA produjo particulas de aproximadamente 87 nm con un tamafo menor a 100
nm que por definicion corresponden a nanoparticulas (Mendonga G. y cols., 2008).
Ademas, el método de sintesis usando PVA vy liofilizacion presentd el mejor
rendimiento de las nanoparticulas en polvo. Una explicacién de por qué este
agente separador tuvo una mayor influencia en la formacion de particulas con
tamafio nanométrico, puede ser que los grupos polares —OH de las moléculas de
PVA tienen una interaccién mas fuerte con los cationes Li* que la producida por los
grupos amida del PVP, lo cual estabiliza mas fuertemente al cation de litio,
controlando de este modo el crecimiento de la nanoparticula y previniendo su
agregacion. Un efecto similar ha sido observado en la sintesis de nanoparticulas
de plata a partir de cationes de plata (Ag*) usando PVA y PVP (Ajitha B. y cols.,
2016). En contraste, el uso de CTA catidnico produjo particulas de mayor tamanio,
aun cuando ha sido reportado que las micelas de surfactante pueden influenciar el

tamafio y la forma de las nanoparticulas (Al-Thabaiti S. A. y cols., 2015).

Ademas del método de liofilizacion, se utilizé un método de reduccion con
almidén/acido ascorbico a partir de acetato de litio. En este producto de sintesis
fue posible demostrar la formacion de nLi mediante el plasmén de resonancia
superficial (Figura 5a), que es un fendmeno que solo presenta un elemento
metalico cuando tiene tamafio nanométrico detectado bajo espectrofotometria UV
a una longitud de onda de 310 nm al igual que lo reportado por. Alvarez R. A. y
cols. (2015). También lograron sintetizar nLi, pero utilizando un extracto vegetal de
nopal como agente reductor. Sin embargo, no hay evidencias en la literatura
utilizando el sistema almidén/acido ascorbico. Este producto de sintesis es

completamente transparente (Figura 5b), lo cual sugiere que se trata de
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nanoparticulas en estado coloidal muy pequefias, probablemente menor a 10 nm,

por lo que es dificil su separaciéon en forma de polvo.

Debido a que las nanoparticulas producidas con PVA vy liofilizacion
exhibieron un tamafo de particula menor, mayor uniformidad, mayor rendimiento
de sintesis y fue posible obtenerlas en forma de polvo, fueron elegidas para un

analisis estructural mas profundo, asi como para los ensayos de bioactividad.

El analisis DRX revel6 que las nanoparticulas corresponden a la fase
Li2COs. El proceso de formaciéon de la nanoparticula PVA/nLi a partir de LiOH fue
analizado mediante FTIR-ATR. Se encontré que las sefiales del grupo O-H del
LiOH desaparecen o disminuyen su intensidad luego de ser liofilizadas (no

calcinado), mientras que luego de ser calcinado aparecen las bandas del

grupo CO%’. Estos resultados indican que el producto liofilizado es transformado en
Li2COs durante el periodo de calcinacion. Existe una similitud quimica entre litio y
sodio (Na), en este contexto una conversion de NaOH en Na2COs ha sido también
detectada por FTIR después del tratamiento térmico del hidroxido alcalino a 120°C
en el aire por otros autores (Sun K. y cols., 2011). Analogamente, en el presente
estudio, la calcinacion de LiOH produce la descomposicion térmica de PVA y

simultaneamente la formacioén de la fase Li2CO:s.

El método de sintesis de cristalizacion vy liofilizacion utilizado en el presente
trabajo resulta relativamente simple para producir nLi, comparado al método
reportado por Lu Y. y cols. (2014), en el que se preparan nanoparticulas de Li2CO3
utilizando un reactor de membrana de microfiltracion, que también implica un

sistema multifase y con limitaciones de transferencia de masa durante la reaccidn.

En una segunda parte del trabajo, se evaluaron las propiedades bioactivas
de las nanoparticulas PVA/nLi. El uso de nanoparticulas presenta varias ventajas
técnicas respecto a utilizar el elemento en su forma de ion o compuesto. En primer
lugar, las nanoparticulas constituyen un material y no un compuesto quimico, lo
que le confiere propiedades quimicas, fisicas y biolégicas diferentes.
Particularmente, las nanoparticulas presentan muy baja solubilidad comparado a

la de un compuesto del mismo elemento. Este aspecto permite que una
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nanoparticula tenga la capacidad de liberar iones al medio sostenidamente, lo cual
permitiria un efecto terapéutico mas prolongado en el tiempo. Por otro lado, las
nanoparticulas son mas apropiadas para el disefio de biomateriales o dispositivos
biomédicos, ya que se pueden incorporar en polimeros o superficies de otros
dispositivos, permitiendo por ejemplo el disefio de biomateriales de ingenieria de
tejidos o superficies bioactivas para implantes de titanio. Ademas, las
nanoparticulas presentan propiedades unicas que solo se generan por tener
tamafo nanométrico. Estas propiedades estan relacionadas con una mayor area y
energia superficial, que puede traducirse en diferentes propiedades bioactivas

debido a su diferente interaccién con biomoléculas, células y tejidos bioldgicos.

El ensayo de bioactividad en SBF, es una prueba que se utiliza
normalmente para evaluar la capacidad de materiales bioceramicos para estimular
quimicamente la formacion de hidroxiapatita tipo 6ésea en contacto con el SBF.
Aunque el litio no es un material que espere presentar esta capacidad, las
nanoparticulas de PVA/nLi fueron sometidas a este ensayo. En general, se
encontré que las nanoparticulas promueven la formacion de una fase mineral rica
en Cay P, y de acuerdo al analisis FTIR esta fase presenta sefiales asociadas a la
estructura de la hidroxiapatita. Este resultado indicaria que las nanoparticulas de
PVA/nLi también podrian contribuir a la reparacion ésea promoviendo la formacién

quimica de apatita tipo dsea.

Las nanoparticulas con potencial para aplicaciones de regeneracién Osea
deben ser citocompatibles y estimular la diferenciacion osteogénica de células
madre. Los ensayos MTS demostraron que PVA/nLi no induce cambios
estadisticamente significativos en la viabilidad celular a concentraciones de hasta

600 ug/mL, sobre esa cantidad solamente es observada una disminuciéon marginal.

Por otro lado, la actividad enzimatica ALP fue medida para las
concentraciones de nanoparticulas que no provocaron una disminucion en la
viabilidad celular. ALP es un marcador importante para el proceso de
diferenciacion osteogénico que es producido cuando los osteoblastos aposicionan
matriz extracelular de hueso (Blair H. C. y cols., 2017). Se encontr6 que la
actividad de ALP en el cultivo de DPSCs con 600 pg/mL PVA/nLi después de 14
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dias de incubacion es significativamente mayor (p<0,001) en relacion al control.
Un resultado similar se encontré al medir la expresion del gen RUNX2, el cual es
un gen de expresion temprana del proceso de diferenciacién osteogénico. La
capacidad de PVA/nLi para estimular la diferenciacion celular puede ser atribuida
a los iones Li* liberados por la disolucion de las nanoparticulas Li2COs. Los iones
Li* son conocidos por activar la via de sefalizacion Wnt/3-catenina candnica que
promueve la diferenciacion de células madre en células especializadas formadoras
de hueso. El analisis de iones de litio en los medios de cultivo que contenian 150
pg/mL, 300 pyg/mL, 600 pg/mL, 1200 ug/mL de PVA/nLi revelaron concentraciones
de Li* de 1,47 mM; 3,90 mM; 9,71 mM y 16,75 mM, respectivamente. Estos
resultados indican que las concentraciones de Li* cercanas a 9,71 mM serian mas
favorables para promover el proceso de diferenciacién osteogénico, el cual
coincide con las concentraciones de litio reportadas que sobreexpresan los
marcadores de diferenciacién y que aceleran la osteogénesis después de una
administracion local de sales convencionales de litio (Arioka M. y cols., 2014).
Debido a que no existian reportes previos acerca de la actividad biolégica de nLi,
especialmente respecto a su capacidad para estimular la expresion de marcadores
de diferenciacion osteogénica, los resultados del presente trabajo dieron origen a

una reciente publicacién (Covarrubias C. y cols., 2018. Anexo 5).

Las nanoparticulas de PVA/nLi también presentaron una liberacion
sostenida de iones Li*, que se estabilizd a los 2 dias alrededor de 150 mg/g. A
diferencia de los compuestos de litio que se disuelven facilmente en agua
(solubilidad: 15,4 g/L), las particulas nanométricas de PVA/nLi presentaron una
baja solubilidad y wuna liberacidon controlada de Ilitio en concentraciones

terapéuticas para el tratamiento 6seo de largo plazo.

Otra caracteristica importante de las PVA/nLi, es que pueden ser obtenidas
en forma de polvo con un rendimiento de 86%. Las particulas en polvo son
materiales preferidos para disefar biomateriales avanzados, tales como andamios
para ingenieria de tejido Oseo, superficies osteoinductivas para promover la
oseointegracion de implantes de titanio y otros materiales o dispositivos en donde

la estimulacion de nuevo tejido O6seo sea de interés. Actualmente en los
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tratamientos de reconstruccion craneo—maxilo—facial, se requiere prescindir de los
autoinjertos 0seos y disponer de agentes sintéticos que aceleren los tiempos de
reparacion y permitan la obtencién de un tejido éseo de mayor calidad histologica.

En este contexto las nLi con propiedades osteogénicas podrian contribuir a la

mejora de este tipo de tratamientos.
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8. Conclusiones

1. Las nLi pueden ser sintetizadas en forma de polvo mediante una ruta
quimica simple, usando un proceso de liofilizaciéon y preferentemente PVA como

agente separador.

2. Las nLi inducen la mineralizacion de apatita en contacto con SBF.

3. Las nLi son citocompatibles y promueven la diferenciacién osteogénica in

vitro de células de la pulpa dental.

4. Las propiedades bioactivas exhibidas por las nLi podrian ser de utilidad
para el mejoramiento de tratamientos de reconstruccidbn 6sea o procesos de

oseointegracion.
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10. Anexos y apéndices

10.1 Anexo 1: Acta de aprobacion de protocolo de investigacion

Ed- 02de agostode 2018

ACTA DE APROBACION DE PROTOCOLO DE
INVESTIGACION

COMITE ETICO
CIENTIFICO

FACULTAD DE
ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD DE CHILE

ACTA N° 2018/06

PROTOCOLO DE ESTUDIO N°2018/06

1. Acta de Aprobacién de Proyecto, titulado: “Disefio de nuevos biomateriales y
aislamiento de células madre para ingenieria de tejido 6seo y cartilaginoso”

2. Miembros del Comité Etico-Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile participantes en la aprobacion del Proyecto:

Dr. Eduardo Fernandez Dr. Marco Cornejo Dr.Juan Estay
Presidente CEC Miembro permanente CEC Miembro permanente CEC
Sra. Rebeca Galarce Dra. Viviana Toro Dr. Aler Fuentes D.
Miembro permanente CEC Miembro alternc CEC Miembro permanente CEC

Dr. José Suazo
Miembro Alterno CEC

3. Fechade Aprobacion: 24-07-2018

4. Titulo completo del proyecto: “Disefio de nuevos biomateriales y aislamiento
de células madre para ingenieria de tejido 6seo y cartilaginoso”

Investigador responsable: Cristian Covarrubias Gallardo
Institucién Patrocinante: Instituto de Investigacién en Ciencias Odontolégicas,
Facultad de Odontologia Universidad de Chile
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Ed- 02de agostode 2018

Documentacion Revisada:

Proyecto y resumen

Curriculo del investigador responsable y coinvestigadores
Carta Solicitud Evaluacién

Carta autorizacion Director de Clinica

Carta compromiso del Investigador Principal

Carta director del Instituto de Investigacion en Ciencias Odontolégicas

Fundamentacion de la aprobacion

Este proyecto es aprobado luego que se realizaran las siguientes modificaciones
en relacion a los aspectos sugeridos por CEC:

Aspectos Metodolégicos

-
Pt

>

En el objetivo especifico 4 se hace necesario especificar si se analizara la
viabilidad de las células madre de ambas fuentes.

Justificar con mas detalle el tamafio muestral, mencionando si hay algun calculo
matematico que lo justifique o si se basa en algin estudio previo citande dichos
estudios. Ademas debe entregarse mas informacion sobre variables de estos
individuos como edad, sexo y/o patologias de base. El proyecto indica que se
tratara de “pacientes sanos”, lo que debe también ser especificado respecto a los
criterios para considerar a un individuo sano para este estudio.

El procedimiento de obtencién de muestras de tejido indica que se realizara un
incisiéon de un area cuadrada de 3x3 mm y de una profundidad de 3 mm. La
pregunta es sieste procedimiento es parte de la rutina de la instalacion de
implantes o sélo esta considerado para efectos del proyecto. De serasi, debe
indicarse en el documento de consentimiento informado detallando el posible
riesgo asociado a esta intervencion.

Dado que son 60 voluntarios en total es importante, luego de justificar esta cifra,
detallar sitodas las muestras seran sujetas a todas las condiciones o seran
subdivididas en grupos. Si es esta Ultima opcion considerar que los grupos deben
ser homogéneos en promedio de edad y proporcién de sexos.

Se debe considerar un mayor detalle respecto a los métodos estadisticos a utilizar,
las variables que se consideraran y los grupos a comparar.
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Aspectos Eticos:

El formulario tanto de consentimiento informado como de asentimiento informado
debe ser presentado en el formato disponible en la pagina web de la Facultad de
Odontologia, en el sitio correspondiente al CEC.

Estos formularios deben ser redactados de manera tal que cualquier persona sin
una formaciéon médical/cientifica los pueda comprender, evitando el usode
lenguaje muytécnico.

Es necesario considerar el riesgo para el paciente, por minimo gque este sea, si se
somete a la intervencion para obtener la muestra.

En consecuencia, el Comité Etice Cientifico de la Facultad de Odontologia de la Universidad
de Chile, ha aprobado el Proyecto, titulado “Disefio de nuevos biomateriales y
aislamiento de células madre para ingenieria de tejido 6seoy cartilaginoso”

4 -

)
‘/)/} / /’/’

) .Edﬁardo Eerriéndez G.

-

Cic.: Investigador Principal y Secretaria C.E.C.

53



10.2 Anexo 2: Consentimiento Informado para participantes adultos

?E\Mculra\n n

E
ODONTOLOGIA

(Participantes adultos)

dio: “Disefio de nuevos biomateriales y alslamiento de células
madre para ingenierfa de tejido 6sec y cartilaginoso”

N2 OF ? o o ’
Investigador Principal: Prof. Dr. Cristian Covarrubias Gallardo.
Instituto de Investigacion en Ciencias Odontoldgicas
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.
Sergio Livingstone Pohlhammer 943, Independencia, Santiago.

Fono: 9781719, E-mail: ccovarrubias@odeontologia.uchile.cl

Nombre del Patrocinante: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile

Proyecto revisado y aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Chile.

Presidente CEC: Dr. Eduardo Fernandez G.
Departamento de Odontologia Restauradora. Universidad de Chile
Sergio Livingstane Pohlhammer 943, Independencia, Santiago.

E-mail: edofdez@u.uchile.cl

Nombre del Participante:

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:

e Informacidn (proporciona informacion scbre el estudio para usted)
e Formulario de Consentimiento (para firmar si estd de acuerdo en participar)
Se le dard una copia del Documento completo de consentimiento informado

Solicitamos a Usted su colaboracidn con este estudio. Antes de decidir si colabora o
no, debe conocer y comprender |os aspectos gue se exponen a continuacion. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualquier aspecto sobre el cual tenga dudas. Una vez

que haya comprendido el estudio y si usted desea colaborar, entonces se |le pedird que firme
este formulario.

1de3
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EXPLICACION DEL PROYECTO

El hueso de nuestro cuerpo se puede perder por diferentes motivos, tales como accidentes,
enfermedades, malformaciones, o infecciones como las que afectan el hueso que sostiene
nuestros dientes. Para recuperar el hueso perdide se debe extraer al paciente hueso de otra
zona de su cuerpo o utilizar algunos injertos sintéticos que no siempre son muy efectivos. Por
esta razén hoy en dia la ingenieria de tejidos estudia formas para regenerar hueso utilizando
biomateriales y células madre.

Se estd haciendo un estudio para desarrollar biomateriales, utilizando unas particulas muy
pequefias (nancparticulas) que estimulan la formacion de hueso, las gque se combinaran con
células madre, gue pueden formar un hueso nuevo. Estas células madre se obtendran desde Ia
pulpa de los dientes o de una parte de |a encia gue se conoce como zona retromolar.

Lo hemos contactado porgue usted requiere la extraccion de algunos dientes que cumplen/c%‘ TORS
los reguisitos regueridos para este estudio (la extraccién del tercer molar por |nd|cayu S
quirdrgicas o protésicas u ortoddncicas, sin enfermedad periodontal ni otras enferm de
generales) qumeramos so\lutar a Usted, la denauon de sus dientes extrafdos. De otr

Estas muestras de tejido seran tomadas por el cirujano maxilofacial y no implicara un
procedimiento extra.

Los dientes o el tejido de la zona retromolar donados, se utilizardn sélo con el fin recién
expuesto y no se guardara ningln registro de su relacion con el donante (con usted). Ningun
otro tipo de estudio se realizara con tejidos dentales ni con las células madre obtenidas de
ellos. Una vez utilizades, los dientes seran destruidos y eliminados siguiendo los protocolos de
bioseguridad vigentes. La obtencion de estas muestras en si no presenta riesgos, ni costos
adicionales para usted, pero el financiamiento del proceso quirdrgico de extraccion serd su
responsabilidad.

No existe ningun tipo beneficio inmediato por su participacion en el estudio, ya que los tejidos
dentales a utilizar son normalmente desechados. Sin embargo, como consecuencia de esta
donacién y de la investigacidn a realizar se espera contribuir a aplicaciones futuras en el
ambita clinico.

Aclaraciones

La colabeoracion con el estudio es completamente voluntaria, y usted puede dejar de participar
libremente.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar la invitacién.
No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudic.

No recibird pago por su donacion,

Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacion, le solicitamos firmar
el Formularie de consentimiento Informado anexo al documento. Si usted desea conoccer los
resultados o tiene cualguier pregunta puede hacerla ahora o mas tarde, contactando al Dr.
Cristian Covarrubias {Institutc de investigacién en ciencias odontoldgicas, Facultad de
Odontologia, U. de Chile. Fono: 9781719, E-mail: ccovarrubias@odontologia.uchile.cl o si lo
desea al Dr. Eduardo Fernandez G. presidente del Comité de Etica y aclarar sus dudas.
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ACQULTAD DE

ODONTOLOGIA

INIVERSIDAD DE CHILE

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a colaborar con la investigacidon de creacién y evaluacion de nuevos
materiales para la regeneracion ésea. Entiendo que colaboraré donando mis dientes extraidos
0 una muestra de encia, los gue serdn utilizados para la extraccidon de células madre y
destruidos una vez tratades y observados. $é que no existen beneficios para mi persona y que
no se me recompensara por participar. Se me ha proporcionado el nombre de un investigador
que puede ser facilmente contactado y su direccion de correo electrdnico.

He leido la informacién proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y
se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente colaborar en esta investigacion donando mis dientes extraidos o una
pequefia muestra de encia.

Santiago, 7 /.
Seccion a llenar por el Investigador o su representante:

He explicado al Sr(a)..c.ccun.... la naturaleza de la
investigacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si
tiene alguna duda. Una vez concluida la sesidn de preguntas y respuestas, se procedid a firmar
el presente documento

Nombre y Firma del Investigador que toma el Cl Fecha

Dr. Cristian Covarrubias Gallardo {PhD).

Nombrey Firma del Investigador Principal Fecha

Dra. Andrea Véliz Ramirez
Nombrey Firma del director del Centro o de su Representante Fecha
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10.3 Anexo 3: Consentimiento Informado para padres o tutores

ODONTOLOGIA
UNIvERSIDAD DE CHiLE

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PROYECTO DE INVESTIGACION
{Padres o Tutores)

Nombre de Estudio: “Disefio de nuevos biomateriales y aislamiento de células madre
para ingenieria de tejido 6seo y cartilaginoso”.

Investigador Principal: Prof. Dr. Cristian Covarrubias Gallardo.
Instituto de Investigacion en Ciencias Odontoldgicas.
Facultad de Odontologia, Universidad de Chile.

Fono: 9781719, E-mail: ccovarrubias@odentologia.uchile.cl

Nombre del Patrocinante: Facultad de Odontologia, Universidad de Chile

Proyecto revisado y aprobado por el Comité Ftico Cientifico de la Facultad de Odontologfa de
la Universidad de Chile.

Presidente CEC: Dr. Eduardo Fernandez G.
Departamento de Odontologia Restauradora. Universidad de Chile
Sergio Livingstone Pohlhammer 943, Independencia, Santiago.

E-mail: edofdez@u.uchile.cl

Nombre del
Participante:

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:

+ Informacién (proporciona informacién sobre el estudio para usted)

¢ Formulario de Consentimiento (para firmar si estd de acuerdo en participar)
Se le dard una copia del Documento completo de Consentimiento Informado

Solicitamos a Usted su colaboracion con este estudio. Antes de decidir si colabora o no,
debe conocer y comprender los aspectos que se exponen a continuacién. Siéntase con
absoluta libertad para preguntar sobre cualguier aspectc sobre el cual tenga dudas. Una vez
que haya comprendido el estudio v si usted desea colaborar, entonces se le pedira que firme
este formulario.

1cde3
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UNIVERSIDAD DE CIHILE

{
EXPLICACION DEL PROYECTO (

enfermedades, malformaciones, o infecciones como las que afectan el hueso gue sostiene"ni?gs
dientes. Para recuperar el hueso perdido se debe extraer al paciente hueso de otra zona de su
cuerpe o utilizar algunos injertos sintéticos que no siempre son muy efectivos. Por esta razon hoy en
dia la Ingenieria de tejidos estudia formas para regenerar hueso utilizando biomateriales y células
madre.

Se esta haciendo un estudio para desarrollar biomateriales, utilizando unas particulas muy pequefas
(nanoparticulas) que estimulan la formacion de hueso, las que se combinaran con células madre, gque
pueden farmar un hueso nuevo. Estas células madre se obtendran desde la pulpa de los dientes o de
una parte de la encia que se conoce como zona retromolar.

Lo hemos contactado porque usted requiere la extraccion de algunos dientes que cumplen con los
requisitos requeridos para este estudio (la extraccion del tercer melar por indicaciones quirlrgicas o
protésicas u ortoddncicas, sin enfermedad periodontal ni otras enfermedades generales);
quisiéramos solicitar a Usted, la donacion de sus dientes extraidos. De otra forma, si usted estd
siendo sometido a un tratamientc con implantes dentales le solicitamos donar una peguefia muestra
de su encfa obtenida de la zona que esta detrds de su Ultimo diente. Estas muestras de tejido seran
tomadas por el cirujano maxilofacial y no implicara un procedimiento extra.

Los dientes o el tejido de la zona retromolar donados, se utilizardn sélo con el fin recién expuesto y
no se guardara ningun registro de su relacién con el donante (con usted). Ningun otro tipe de estudic
se realizara con tejidos dentales ni con las células madre obtenidas de ellos. Una vez utilizados, los
dientes serdn destruidos y eliminados siguiendo los protocolos de bioseguridad vigentes. La
obtencién de estas muestras en si no presenta riesgos, ni costos adicionales para usted, pero el
financiamiento del proceso quirdrgico de extraccidn sera su responsabilidad.

No existe ningln tipo beneficio inmediato por su participacién en el estudio, ya que los tejidos
dentales a utilizar son normalmente desechados. Sin embargo, como consecuencia de esta donacién
y de la investigacidn a realizar se espera contribuir a aplicaciones futuras en el 4mbito clinico.

Aclaraciones

No tendra que efectuar gasto alguno come consecuencia del estudio.
No recibird pago por su donacidn.

Formulario de consentimiento Informado anexo al documento. Si usted desea conocer los resultados
o tiene cualguier pregunta puede hacerla ahora o mds tarde, contactando al Dr. Cristian Covarrubias
(Instituto de investigacion en ciencias odontolégicas, Facultad de Odontologia, U. de Chile. Fono:
9781719, E-mail: ccovarrubias@odontologia.uchile.cl o si lo desea al Dr. Eduardo Ferndndez G.

presidente del Comité de Etica y aclarar sus dudas.
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FACULTAD DE

ODONTOLOGIA

UNIVERSIDAD DE CIHILE

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a colaborar con la investigacidén de creacidn y evaluacion de nuevos
materiales para la regeneracion del hueso. Entiendo que colaboraré donando mis dientes
extrafdos o una muestra de encfa, los gue serdn utilizados para la extraccién de células madre
y destruidos una vez tratados y observados. $é gue no existen beneficios para mi persona y
gue no se me recompensara por participar. Se me ha proporcionado el nombre de un
investigador que puede ser facilmente contactado y su direccidn de correo electronico.

He leido la informacién proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y
se me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente colaborar en esta investigacion donando mis dientes extraidos o una
pequefia muestra de encia.

Nombre del Donante

Santiago, / /

Seccion a llenar por el Investigador o su representante:

He explicado al Sr(@).......ccooooiiieeei .. | nAtUraleza de la
investigaciéon. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si
tiene alguna duda. Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedié a firmar
el presente documento

Nombre y Firma del Investigador que toma el CI Fecha

Dr. Cristian Covarrubias Gallardo (PhD).

Nombre y Firma del Investigador Principal Fecha

Dra. Andrea Véliz Ramirez
Nombre y Firma del director del Centro o de su Representante Fecha
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10.4 Anexo 4: Asentimiento informado para menores de 18 y mayores de 11

anos

FACULTAD DE
| ODONTOLOGIA
UNIVERSIDAD DE CHILE

IMIENTO INFORMADO PARA PROYECTO DE INVESTIGACION

{(Menores de 18 y mayores de 11 afios)

Nombre de Estudio:  “Disefio de nuevos biomateriales y aislamiento de células madre para
ingenierfa de tejido éseo y cartilaginoso”

Investigador Principal: Prof. Dr. Cristian Covarrubias Gallardo
Instituto de Investigacién Odontoldgica (ICOD)
Facultad de Odontelogia, Universidad de Chile.
Sergio Livingstane Pohlhammer 943, Independencia,Santiago.
Fono: 978581751, E-mail: ccovarrubias@odontologia.uchile.cl

Nombre del Patrocinante: Facultad de Odontologfa, Universidad de Chile

Proyecto revisado y aprobado por el Comité Etico Cientifico de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

Presidente CEC: Prof. Dr. Eduardo Fernandez.

Nombre del Participante:

Este Documento de Consentimiento Informado tiene dos partes:

» Informacién (proporciona informacién sobre el estudio para usted}

e Formulario de Consentimiento (para firmar si esta de acuerdo en participar)
Se le dara una copia del Documento completo de Asentimiento Informado

Solicitamos su colaboracion con este estudio. Antes de decidir si colabora o no, debe
conocer y comprender los aspectos que se exponen a continuacién. Debe sentirse con absoluta
libertad para preguntar sobre cualquier aspecto del cual tenga dudas. Una vez que haya
comprendido y si aun quiere colaborar, entonces se le pedira que firme este formulario.
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lFacuLTAD DE

| ODONTOLOGIA

| UnivERSIDAD DECHILE
=

EXPLICACION DEL PROYECTO

El hueso de nuestro cuerpo se puede perder por diferentes motivos, tales como accidentes,
enfermedades, malformaciones, o infecciones como las que afectan el hueso que sostiene nuestros
dientes. Para recuperar el hueso perdido se debe extraer al paciente huesc de otra zona de su cuerpo o
utilizar algunos injertos sintéticos que no siempre son muy efectivos. Por esta razon hoy en dfa la ingenieria
de tejidos estudia formas para regenerar hueso utilizando biomateriales y células madre.

Se estd haciendo un estudio para desarrollar biomateriales, utilizando unas particulas muy peguefias
(nanoparticulas) que estimulan la formacion de hueso, las gue se combinaran con células madre, que
pueden formar un hueso nuevo. Estas células madre se obtendran desde la pulpa de los dientes o de una
parte de la encia gue se conoce como zona retromolar.

Lo hemos contactade porgue usted requiere la extraccion de algunos dientes que cumplen con los
requisitos requeridos para este estudio (la extraccién del tercer molar por indicaciones quirdrgicas o
protésicas u ortoddncicas, sin enfermedad periodontal ni otras enfermedades generales); guisiéramos
solicitar a Usted, la donacidn de sus dientes extraidos. De otra forma, si usted estd siendo sometido a un
tratamiento con implantes dentales le solicitamos donar una pequefia muestra de su encia obtenida de la

zona gue estd detrds de su Ultimo diente. Estas muestras de tejidc serdn tomadas por el cirujag@ro oy
Py
maxilofacial y no implicard un procedimiento extra. Vol

guardara ningun registro de su relacién con el denante {con usted). Ningln otro tipo de estudio se r !4" ra
con tejidos dentales ni con las células madre obtenidas de ellos. Una vez utilizados, los dientes shcf’é?f_
destruidos y eliminados siguiendo los protocolos de bioseguridad vigentes. La obtencién de estas muestras
en sf no presenta riesgos, ni costos adicionales para usted, pero el financiamiento del proceso quirurgico de
extraccion serd su responsabilidad.

No existe ningln tipo beneficio inmediato per su participacién en el estudio, ya que los tejidos dentales a
utilizar son normalmente desechados. Sin embargo, como consecuencia de esta donacidn y de la
investigacion a realizar se espera contribuir a aplicaciones futuras en el &mbito clinico.

Aclaraciones

La colaboracidn con el estudio es completamente voluntaria, y usted puede dejar de participar libremente.

No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted en caso de no aceptar la invitacion.

No tendra que efectuar gasto alguno como consecuencia del estudio.

No recibird pago por su denacidn.

Si considera que no existen dudas ni preguntas acerca de su participacién, le solicitamos firmar el
Formulario de consentimiento Informado anexo al documento. Si usted desea conocer los resultados o

tiene cualquier pregunta puede hacerla ahora o mas tarde, contactando al Dr. Cristian Covarrubias
{Instituto de investigacién en ciencias odontoldgicas, Facultad de Odontologfa, U. de Chile. Fono: 97817189,

E-mail: ccovarrublas@odontologia.uchile.cl o si lo desea al Dr. Eduardo Fernandez G. presidente del an"gméf-*"J Dso

ND

de Etica y aclarar sus dudas. /3
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FACULTAD DE
| ODONTOLOGIA

| UNivERSIDAD DE CriiLe

FORMULARIO DE ASENTIMIENTO INFORMADO

He sido invitado a colaberar con la investigacién de creacién y evaluacién de nuevos
materiales para evitar la formacion de manchas blancas. Entiendo gue colaboraré donando mis
dientes extraidos o una peguefia muestra de encfa. 5é que no existen beneficios inmediatos para
mi persona, y que no se me recompensara por participar. Se me ha proporcionado el nombre de
un investigador que puede ser facilmente contactado y su direccidn de correo electrénico.

He leido la informacién proporcionada. He tenido la oportunidad de preguntar sobre ella y se
me ha contestado satisfactoriamente las preguntas que he realizado. Consiento
voluntariamente colaborar en esta investigacion donando mis dientes extraidos o una pequefia
muestra de encia.

Nombre del Donante

Firma

Santiago, / /

Seccion a llenar por el Investigador o su representante:

He @xplicado: Al ISHakuanmmunummsumnmemansannnnrmanmresess @ Naturaléza de. |3
investigacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Una vez concluida la sesién de preguntas y respuestas, se procedié a firmar el
presente documento

Nombre y Firma del Investigader que toma el CI Fecha

Dr. Cristian Covarrubias G.

Nombre y Firma del Investigader Principal Fecha

Dra. Andrea Véliz Ramirez
Nombre y Firma del director del Centro o de su Representante Fecha
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Facile synthesis of lithium carbonate nanoparticles with potential m

properties for bone repair applications
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Laboratory of Nanobiomaterials, ICOD, Faculty of Dentistry, University of Chile, Sergio Livingstone 943, Independencia, Santiago, Chile

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article histary:

Received 2 October 2017

Received in revised form 5 February 2018
Accepted 18 February 2018

Available online 19 February 2018

Keywords:

Lithium nanoparticles
Bioactive nanaparticles
Biomaterials

Bone repair

Lithium carbonate nanoparticles were synthesized by facile chemical route in the presence of organic
capping agents. Nanosized Li;CO, particles of ~86 nm in size were produced from LiOH solution and
preferably using PVA as a capping agent. FTIR-ATR analysis revealed that Li,CO4 phase is formed during
calcination of the freeze-dried synthesis product. in vitre tests shown that nanoparticle concentrations up
to 600 pg/mL do not disturk cell viakility and promote the osteogenic differentiation of stem cells by Li*
ions (9.7 mM) leached from the nanoparticle, The biological properties exhibited by the Li»COs
nanoparticles make of them attractive for bone repair applications.

@ 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Lithium, a key ingredient for batteries, is also a therapeutic
element with properties to stimulate the cellular mechanisms of
bone tissue formation |1]. Local application of Li* ions enhances
bone healing by increasing bone mineral density or accelerating
the bone formation process |2|. Likewise, bioceramics such as
calcium phosphate cement [3] and microbioactive glass [4,5] have
shown a superior osteogenic and angiogenic |6] properties when
doped with lithium.

Elements produced in nanoparticle form offer greater surface
arca for biological interactions, a more controlled release of ions,
and the possibility of designing nanocomposite materials. Bioac-
tive nanoparticles in powder are also demanded in bone recon-
struction and tissue engineering. The synthesis of zero-valent
lithium 5 nm - colloidal nanoparticles has been reported by chem-
ical reduction of Li* ions [ 7], which however requires sophisticated
separation methods [8]. In this respect, lithium carbonate (Li,CO)
nanoparticles can be produced in their powder form as demon-
strated by Lu et al. [9] by precipitation reactions in a membrane
microreactor.

In this work, we reported the synthesis of powdered Li,CO;
nanoparticles by using facile chemical routes and studied the influ-
ence of different capping agents on particle size, The cytocompat-
ibility and ability of the nanoparticles to enhance the alkaline
phosphatase {ALP) activity in stem cells is also demonstrated.

* Corresponding author.
E-rail address: ccovarrubias@odontologia.uchile.cl (C. Covarrubias).

https:{/doi.org/10.1016/j.matlet.2018.02.075
O167-577X[@ 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

2. Materials and methods
2.1. Synthesis of nanoparticles

Nanoparticles were synthesized from a lithium hydroxide
(LiOH) solution in the presence of polyvinyl alcohol (PVA),
polyvinylpyrrolidone {PVP), or cetyltrimethylammonium bromide
(CTA) as capping agents. Briefly, 0.5 g of capping agent compound
was dissolved in 50 mL distilled water at room temperature for 1.5
h. Then, 1 g of LiOH was added and the reacting solution was kept
under stirring at room temperature for 1 h. Afterward, the suspen-
sion was frozen at 80 “C, lyophilized and calcined at 700 °C in air
for 5 h at a heating rate of 4 °C/min to obtain a fine white powder.

2.2. Nanoparticle characterization

The particle size and morphology of the synthesized products
were analyzed by scanning electron microscopy (SEM) with a Jeol
JSM-IT300LV microscope equipped with energy dispersive X-ray
detector Aztec EDS (Oxford Instruments) for microanalysis, Particle
size distribution was estimated by using the analysis tools of the
microscope software. The data were analyzed using One-way
ANOVA analysis and Tukey's multiple comparison tests in Graph
Pad Prism software at p < 0.05.

The percentage yield of the synthesis process was estimated by
dividing the mass of the synthesis product by the mass of LIOH
used in the reaction according to the following expression: %
Yield = (mass of synthesized product/LiOH mass) = 100.

63



A selected nanoparticle product was further analyzed by
attenuated total reflectance with Fourier transform infrared spec-

206 C. Covarrubias et al /Materials Letters 219 (2018) 265-208
Table 1
Mean particle size of products and synthesis yields.
Particle size (nm) Yield (%) troscopy (ATR-FTIR) on an Agilent Cary 630 ATR-FTIR spectrome-
PUANLE 664108 5 ter. Xfray_ diffraction {XRP) pattern was AmeasuttreAd on a Siemens
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Fig. 1. XRD analysis {A) and SEM image (B) of PVA/nLi particles. SEM image of traditional Li,CO, microparticles (C). FTIR-ATR analysis of PVA/nLi synthesis products {D).
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Fig. 2. Viability of DPSCs cultured in media conditioned with PVA/nLi
nanoparticles.

5-80" at a scanning speed of 1.2°/min, Phase identification was
carried out using the ICDD Powder Diffraction File (PDF2).

2.3. Cell culture

The viability of Dental Pulp Stem Cells (DPSCs) cultured in
nanoparticle conditioned medium with 150, 300, 600, and 1200
ng/ml of PYA/nLi was assessed at 3, 7 and 14 days of incubation.
Cell viability was determined with CellTilter 96* Aqueous One
Solution Cell Proliferation Assay (Promega Corporation). ALP
activity was determined by absorbance measurements at 405 nm
in the supernatant of lysed cells caused by dephosphorylation of
p-nitropheny| phosphate substrate,

The release of Li* from nanoparticle in the cell culture media at
37 °C were measured by flame emission photometry in a JENWAY
PFP7 flame photometer using the lithium emission line at 671 nm.

3. Results and discussion

Table 1 presents the particle size of the obtained products and
the yields of each synthesis condition. The product synthesized
in the presence of PYA was found to exhibit the smallest and uni-
form particle size. PVA was the only capping agent that produced
particles with a size smaller than 100 nm. In addition, the synthesis

methed using PVA exhibited the highest yield of nanoparticle pow-
der. Polar —OH groups of PVA molecules have a stronger interac-
tion with the Li* cations than that produced through amide
groups of PVP, which stabilize more strongly the cations, controls
the nanoparticle growth and prevent their aggregation, A similar
effect has been observed in the synthesis of silver nanoparticles
from Ag® cations by using PVA and PVP [10]. By contrast, the use
of cationic CIA yielded larger particle sizes, even when surfactant
micelles have been found influence the shape and size of nanopar-
ticles [11].

The nanoparticles produced with PVA were chosen for further
structural analysis and bioactivity testing because it exhibited
the smaller particle size and higher synthesis yield. XRD analysis
(Fig. 1a) revealed that nanoparticles present a highly crystalline
structure corresponding to that of Li,COs phase (ICDD: 00-022-
1141) with menoclinic space group C2/c. Some peaks of Li,O were
also detected, suggesting the presence of traces of the metallic
oxide. SEM image of PVA/nLi particles (Fig. 1b) confirms their
nanometric nature, which clearly contrasts with that of traditional
microsized Li,CO3 particles (>10 pm) (Fig. 1¢). EDX analysis and
most of the conventional solid-state analysis techniques do not
detect lithium because of the too low energy of Li (Z=3) K X-
rays. However, C/O molar ratio of PVA/nLi (1:3) matches with that
of CO{~ anion. The formation of PVA/nLi from LiOH was followed
by ATR-FTIR {Fig. 1d). The O—H stretching vibrations of LIOH
around 3600 cm ' and for H,0 in LiOH at 1573 cm ! disappear
or decrease their intensity in the freeze-dried synthesis product
(uncalcined), while PVA/nLi spectrum presents the antisymmetric
C—0 stretching vibrations of CO3~ at 1419cm™' and those of
out-of-plane deformation modes at 853 cm™' [12[. These results
indicate that the freeze-dried product is transformed into Li,CO;4
during the calcination period. The conversion of NaOH into Na,CO;
has been also detected by FTIR after thermal treatment of the alkali
hydroxide at 120 °C in air [13]. Similarly, in the present study,
calcination of LIOH produces the thermal decomposition of PVA
and simultaneous formation of the Li;CO; phase. Our single-
phase synthesis method is proved to be simpler than the nanopar-
ticle preparation process carried out in a microfiltration membrane
dispersion reactor [9], which also involves a multiphase system
with interphase mass transfer considerations,

Nanoparticles with potential for bone regeneration applications
should be cytocompatible and stimulate the osteogenic
differentiation of stem cells. Fig. 2 show that PVA/nLi do not induce
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Fig. 3. ALP activity in DPSCs cultured in media conditioned with PVA/nLi nanoparticles.
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Fig. 4. Cumulative Li" release from PVA/nLi in cell culture medium. The amount of
lithium released is expressed as Li” mass per nanoparticle mass.

statistically significant changes in cell viability at concentrations
up to 600 pg/mL, above which only a marginal decrease is
observed. The ALP enzymatic activity was measured for the
nanoparticle concentrations that did not provoke a decrease in cell
viability. ALP is an important marker of the osteogenic differentia-
tion process that is produced when bone forming cells lay down
the bone extracellular matrix [14]. From Fig. 3 it can be seen that
the ALP activity is significantly increased relative to control in
DPSCs cultured with 600 ug/mL PVA/nLi after 14 days of incubation
{p<0.001). Li* ions are known to activate the Wnt/j-catenin sig-
naling pathway that promotes stem cell differentiation into spe-
cialized bone-forming cells. In the current study, the capacity of
the PVA/nLi to stimulate the cell differentiation can be attributed
to the Li* ions generated by dissolution of the Li,CO; nanoparticles.
Lithium analysis in the culture medium containing 150, 300, 600,
and 1200 of PVA/nLi revealed Li* concentrations of 1.47 mM,
3.90 mM, 9.71 mM and 16.75 mM, respectively. These results indi-
cate that Li* concentrations around 9.71 mM would be more favor-
able to promote the osteogenic differentiation process, which
agrees well with reported lithium concentrations that upregulated
differentiation markers and accelerated osteogenesis after local
administration of conventional lithium salts [15]. Due to that
lithium compounds dissolve readily in water, nanosized PVA/nLi
particles are expected to provide a more controlled release of ther-
apeutic lithium concentrations for long-term bone treatment. Li*
release from nanoparticle became stabilized after 2 days around
150 mg/g (10.2 mM) (Fig. 4), showing a sustained release rate of
the element. In addition, powdered nanoparticles are preferred
materials for the design of advanced biomaterials, such as 3D
nanocomposite scaffolds for bone tissue engineering or osteoin-
ductive surfaces to promote titanium implant osseointegration.

C. Covarrubias et al. /Materials Letters 219 (2018) 205-208

4. Conclusions

Nanosized Li,CO; particles can be successfully synthesized by a
facile chemical route and preferably using PVA as a capping agent.
The nanoparticles produce significantly high cell viability and pro-
mote the osteogenic differentiation of stem cells. The biological
properties exhibited by the nanoparticles are promising to be
exploited in bone regeneration applications.
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