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Abstract:

Introduction: Periodontal ligament is a not mineralized connective tissue, it contains a stem
cells population. Its regeneration can be achieved thanks to the cell proliferation and viability.
Although there is evidence about the use of biomterials in periodontal regeneration they
propose the PCL(polycaprolactone) and Hydroxyapatite (HA) as the aim of this review, in
as much as they have proved having meaning advantages overall, becoming them into
investigation target toward future biomaterials elaboration which only dont have mechanical
and rheological properties according to oral environment but also regenerative and
immunomodulatory properties. The aim of this review was summarizing the current
knowledge found in the literature about the cytotoxic effects of polycaprolactone and

hydroxyapatite on fibroblasts of the periodontal ligament.



Materials and methods: Scoping review, bibliographic search since 1997 to 2020 published
on Medline-PubMed, Web of Science and Cochrane databases, during february and march
oh 2021. Inclusion criteria: 1). Experimental studies in vitro, in vivo, ex vivo, 2) Studies
which evaluated cell proliferation and viability in PCL and HA membranas 3). Preclinical
trials 4). Reviews 5). Articles publishes in spanish and english, 6). Documents published
between 1997 and 2020. They made a thematic analysis for topics in each membrane: Celular

types, celular assays, evaluation times of prolifertion and cell viability.

Results: 40 articles were found, 29 were in vitro studies, 5 in vivo studies, 3 in vitro/ in vivo
studies, 3 ex vivo studies and 1 review. Th estudies which analized proliferation and/or cell
viability were 18, in hydroxyapatite were 10 and both 12. The MTT assay was the most
common for cell viability value, as well as most of the studies reported cualitative results.
There is a directly proportional relationship between hydroxyapatite - polycaprolactone
concentration and cell proliferation as well as nanostructuring of hydroxyapatite which
showed improving significantly the cell proliferation. Although mostly of studies employed
the PCL in conjuction with another biomaterials, it showed this one improves the cell
viability and proliferation by itself and in conjuction; both biomaterials HA and PCL
performed positive effects in cell viability and proliferation even in union with another
biomaterials and some modifications of their physical and mechanical properties such as

roughness and concentration.

Conclusion: The collected scientific evidence in this review lets concluding that
polycaprolactone and hydroxyapatite are two biomaterials which have shown improving or
increasing the cell viability and proliferation even at a specifical level of fibroblasts,

including gingival fibroblasts; thanks to physical, chemical and biological properties of them



along with mesenquimal cells of periodontal ligament (fibroblasts), which can be useful in
periodontal regeneration for patients who show or have shown periodontal dissease like

tisular regeneration therapy.

Resumen:

Introduccion: EIl ligamento periodontal (PDL) es un tipo de tejido conectivo no
mineralizado, el cual contiene una poblacion de células progenitoras. Su regeneracion puede
lograrse gracias a la proliferacion y viabilidad celular. Aunque existe evidencia del uso de
los biomateriales en la regeneracion periodontal, se plantean la policaprolactona (PCL) y la
hidroxiapatita (HA) como el objeto de estudio de esta revision, puesto que han demostrado
tener ventajas significativas en conjunto, convirtiéndolas en blanco de investigacion hacia la
futura elaboracion de biomateriales que no solo tengan propiedades mecénicas y reologicas
acordes al medio ambiente oral, sino ademas propiedades regenerativas e
inmunomoduladores. El objetivo de esta revision fue resumir el conocimiento actual sobre
los efectos citotoxicos de la policaprolactona e hidroxiapatita en fibroblastos del ligamento

periodontal encontradas en la literatura.

Materiales y métodos: Revision de alcance, busqueda bibliografica de 1997 a 2020
publicada en Medline-PubMed, Web of Science y Cochrane, durante el periodo de febreroy
marzo de 2021. Criterios de inclusion :1). Estudios experimentales in vitro, in vivo, ex vivo,
2) Estudios que evaluaran la proliferacion y viabilidad celular en membranas de
Policaprolactona (PCL), e Hidroxiapatita (HA), 3). Ensayos preclinicos, 4). Revisiones
bibliograficas, 5). Articulos publicados en inglés y espafiol, 6). Documentos publicados entre

1997 y 2020. Se realiz6 analisis temético por topicos en cada membrana: Tipos celulares,



tipos de ensayos de proliferacion celular, tiempos de evaluaciéon de la proliferacion y

viabilidad celular.

Resultados: Se encontraron 40 articulos, 29 fueron estudios in vitro, 5 estudios in vivo, 3
estudios in vitro/in vivo, 3 estudios ex vivo, y 1 revision de la literatura. Los estudios que
analizaron proliferacién y/o viabilidad celular en policaprolactona fueron 18, en
hidroxiapatita 10 y combinados 12. El ensayo de MTT fue el més usado para evaluar la
viabilidad celular, asi como la mayoria de los estudios reportaron resultados cualitativos.
Existe una relacion directamente proporcional entre la concentracién de la hidroxiapatita y
la policaprolactona, con la proliferacion celular, asi como la nanoestructuracion de la
hidroxiapatita mostré mejorar significativamente la proliferacion celular. Aunque la mayoria
de estudios emplearon la PCL en combinacion con otros biomateriales, se demostré que esta
mejora la viabilidad y proliferacion celular por si sola'y en combinacion; ambos biomateriales
HA y PCL ejercieron efectos positivos en la viabilidad y proliferacion celular, incluso en
conjunto con otros biomateriales y algunas modificaciones de sus propiedades fisicas y

mecanicas como la rugosidad y concentracion.

Conclusion: La evidencia cientifica recolectada en esta revisién permite concluir que la
policaprolactona e hidroxiapatita son biomateriales que han demostrado mejorar y/o
aumentar la proliferacion y viabilidad celular incluso a nivel especifico de los fibroblastos,
incluyendo los gingivales; gracias a las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de estos
junto con células mesenguimales del ligamento periodontal (fibroblastos), las cuales pueden
ser muy Utiles en la terapia periodontal y regeneracion tisular guiada en pacientes que

presentan o han presentado enfermedad periodontal.



Introduccion

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica con alta prevalencia dentro de la
poblacion mundial. Segin el Global Burden of Disease Study (2017), la enfermedad
periodontal grave fue la undécima afeccion mas prevalente en el mundo®. Ademas, se
informo que la prevalencia de la enfermedad periodontal oscila entre el 20% y el 50% en
todo el mundo?. Dicha enfermedad resulta en la pérdida de tejido conectivo y soporte 6seo y
es una de las principales causas de pérdida de dientes en adultos®. En Colombia, de acuerdo
con el IV Estudio Nacional de Salud Bucal, el 50.2% de la poblacién present6 pérdida de
insercion periodontal, siendo mayor en hombres (52.6%) que en mujeres (47.6%) y el 32.8%
de las personas entre los 15 y 19 afios ya presentaban pérdida en el nivel de insercion®. Esta
enfermedad se caracteriza por el dafio irreversible en los tejidos de soporte dental (que
incluyen el hueso alveolar, el ligamento periodontal (LP) y el cemento), ocasionando
problemas funcionales y estéticos para los pacientes®. Para contrarrestar dichos efectos es
necesaria la restauracion del aparato de soporte dental dafiado, lo cual es un proceso
extremadamente complejo debido a la regeneracion del cemento, el ligamento periodontal y
el hueso alveolar®. Aunque si bien, el tratamiento convencional periodontal busca controlar
y detener la enfermedad, se generan procesos reparativos mas no regenerativos. Asi, la
regeneracion tisular guiada (RTG) es un procedimiento quirurgico que busca dar solucién a
este dilema, regenerando los tejidos periodontales cuando la enfermedad esta avanzada y

podria superar ciertas limitaciones de la terapia periodontal convencional’.

Dicha regeneracion puede lograrse en grados variables empleando diversos métodos y
materiales como lo son: biomateriales organicos dentro de los cuales se encuentra el Fosfato

tricalcico (TCP), el Fosfato célcico bifasico (BCP), con una composicion quimica similar a



la fase inorganica del hueso, es un material bioabsorbible de capacidad osteoconductora; el
vidrio bioactivo (VB), que posee iones disueltos de VB, los cuales promueven la
angiogeénesis, la osteogénesis y la actividad antibacteriana, también son empleados polimeros
naturales como el Colageno hidrolizado, siendo la proteina mas abundante en la matriz
extracelular del hueso alveolar, PDL y cemento; gelatin PDL, producto de hidrdlisis del
colageno, la segunda a diferencia de la primera no presenta como riesgo la transmision de
patdgenos y/o alguna reaccion inmune®. Asi, existen también Polimeros sintéticos, como el
Poli (acido lactico-co-glicolico) (PLGA) que resulta factible para inducir la regeneracion de
tejidos dentales al promover la formacion de dentina, cemento e incluso pulpa, ya que las
BMP, inducen el crecimiento y regeneracion de tales tejidos®. En esta revision se considerara
la hidroxiapatita (HA) como biomaterial organico y la policaprolactona (PCL) como
polimero sintético y cuyas caracteristicas seran detalladas a continuacién, especialmente
referentes a sus efectos citotdxicos o de viabilidad celular en los fibroblastos del ligamento

periodontal.

La hidroxiapatita es una ceramica sintética de fosfato calcico, que desde los afios 70’s se ha
estudiado como un material osteoinductor, y ha sido empleado en la preservacion de reborde
alveolar, fracturas mandibulares, reconstruccion de huesos faciales, protesis ortopédicas,
artrodesis, implantes dentales, en la reconstruccion de oido medio con proétesisi®. Hay que
poner otros usos, no sélo este. Esto es gracias a que tiene efectos osteoconductores y puede
promover la proliferacion y la diferenciacion osteogénica de las células del ligamento
periodontal y, ademas, que puede usarse como agente bio-reabsorbible!. Se ha demostrado
que la hidroxiapatita ha ayudado a establecer epitelio largo de unién e incluso la formacion

de hueso periférico en pacientes con enfermedad periodontal?.



Por otra parte, la policaprolactona, es un poliéster alifatico semicristalino cuya estructura
comprende una unidad repetida de un grupo éster y cinco grupos metileno®®. Posee ademas
biocompatibilidad y una tasa de degradacion lenta, ademas de no presentar evidencia de
efectos citotdxicos, presenta resistencia mecanica adecuada, biodegradabilidad y facilidad de
fabricacion. Se ha demostrado también en estudios sobre su eficacia una mejora de la

formacion Gsea en presencia de una notable union y proliferacion de células dseas®®.

El ligamento periodontal (PDL) es un tipo de tejido conectivo no mineralizado, el cual
contiene una poblacion de células progenitoras'®. Dichas células madre, han demostrado
contribuir a una proliferacion celular exitosa, lo cual implica que en dientes que han sido
afectados por periodontitis y tratados bajo terapia convencional, podria lograrse la
regeneracion de las estructuras de soporte dental que se habian perdido!*. Dicha capacidad
de viabilidad celular de los fibroblastos del ligamento periodontal entendida como la cantidad
de células sanas en una muestra, es fundamental en el proceso de regeneracion periodontal,

puede ayudar a determinar el éxito o fracaso del tratamiento regenerativo®®.

Esta regeneracion puede lograrse gracias a la proliferacion y viabilidad celular; la primera se
relaciona con el aumento en el numero de células resultante de la division celular, este es un
proceso complejo, estrictamente controlado y bien definido'®; mientras que la viabilidad
celular hace referencia a la proporcién de células vivas y funcionales existentes en una
poblacion celular, ésta es un marcador predictivo para un buen funcionamiento de los futuros

tejidos?’.

Por consiguiente, existen diversas técnicas que permiten medir la citotoxicidad (proliferacion
y viabilidad celular) como el MTT o la citometria con yoduro de propidio. La primera, es un

método simple que emplea el MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-



difeniltetrazélico) para determinar la viabilidad celular mediante un compuesto coloreado
que mide numero de células presentes en un cultivo, gracias a una reaccion en las
mitocondrias de dichas células quienes captan el compuesto y se reduce por la enzima
succinico deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble llamada formazan?®. Asi, la
cantidad de MTT puede ser cuantificada con el cambio de coloracion (de amarillo a azul) y
es un indicador de la actividad funcional mitocondrial, es decir de la viabilidad celular®®. La
segunda, es un método rapido y confiable para cuantificar células viables; el cual distingue
las células muertas en una suspensién celular, estas se reconocen mediante la tincion de
anticuerpos no especificos 0 mediante la captacién de sondas fluorescentes, como lo es el
yoduro de propidio (PI), el cual es un colorante impermeable a la membrana celular que
generalmente se excluye de las células viables y se excita a 488 nm, emitiendo una longitud
de onda maxima de 617 nm, por lo que se puede usar en combinacion con otros fluorocromos
excitados a 488 nm como el isotiocianato de fluoresceina (FITC) y la ficoeritrina (PE) y

ademas se une al ADN bicatenario intercalando entre pares de bases'®.

De acuerdo a lo anterior, aunque existe evidencia del uso de los materiales mencionados
anteriormente en la regeneracién periodontal, se plantean la PCL y la HA como el objeto
de estudio de esta revision, puesto que han demostrado tener ventajas significativas en
conjunto, convirtiéndolas en blanco de investigacion hacia la futura elaboracion de
biomateriales que no sélo tengan propiedades mecanicas y reoldgicas acordes al medio
ambiente oral, sino ademas propiedades regenerativas e inmunomoduladoras. Por lo tanto, el
objetivo de esta revision de alcance, es realizar una sintesis de los estudios publicados desde
1997 hasta 2020 sobre las propiedades de viabilidad celular de la policaprolactona e

hidroxiapatita en fibroblastos del ligamento periodontal encontradas en la literatura.



Materiales y métodos

Se realiz6 una revision de alcance internacional de la literatura publicada, abarcando todos
los estudios encontrados sin limite de tiempo, desde el primero reportado en 1997 hasta 2020,
durante el periodo de febrero y marzo de 2021 para la elaboracién de esta revision narrativa.
Las bases de datos incluidas en la estrategia de busqueda de la informacion fueron: Medline-

PubMed, Science Direct y Cochrane

Los criterios de inclusién para el analisis de los documentos fueron los siguientes: 1).
Estudios experimentales in vitro, in vivo, ex vivo, 2) Estudios que evaluaran la proliferacién
y/o viabilidad celular de los fibroblastos gingivales de la hidroxiapatita y la policaprolactona,
3). Ensayos preclinicos, 4). Revisiones bibliogréaficas, 5). Articulos publicados en inglés y
espafiol, 6). Documentos publicados entre 1997 y 2020 (tomando en cuenta la fecha méas
antigua en la que se encontraron resultados publicados y la dGltima fecha de busqueda previa

a la elaboracion de la revision)

Las palabras claves se basaron en los términos: ‘“cell viability”, “cell proliferation”,
“fibroblast”, “hydroxyapatite”, “polycaprolactone”. Todos los términos incluidos en la
revision se encuentran dentro de la bdsqueda Mesh. Se emplearon como algoritmos de
busqueda: (“cell proliferation” AND “fibroblast” AND “polycaprolactone™), (“cell
proliferation” AND “fibroblast” AND ‘“hydroxyapatite”), (“cell proliferation” AND
“fibroblast” AND “hydroxyapatite” AND “polycaprolactone”), (“cell viability” AND

“fibroblast” AND “polycaprolactone”), (“cell viability” AND “fibroblast” AND



“hydroxyapatite”) y (“cell viability” AND “fibroblast” AND “hydroxyapatite” AND

polycaprolactone”). Los resultados de la estrategia de busqueda se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Resultados de algoritmos de busqueda.

ALGORITMO RESULTADOS RESULTADOS RESULTADOS

PubMed Science Direct Cochrane
(medicine and

dentistry)

“cell proliferation” 97 40 1
AND “fibroblast”
AND

“polycaprolactone”

“cell proliferation” 80 61 1
AND “fibroblast”
AND

“hydroxyapatite”

“cell proliferation” 20 10 0
AND “fibroblast”
AND
“hydroxyapatite”
AND

“polycaprolactone”




“cell viability” AND 31 19 1
“fibroblast” AND

“polycaprolactone”

“cell viability” AND 27 25 0
“fibroblast” AND

“hydroxyapatite”

“cell viability” AND 15 12 0
“fibroblast” AND
“hydroxyapatite”
AND

polycaprolactone”

Total 270 167 3

La busqueda bibliografica se basé en la informacidn existente sobre la proliferacion celular
y/o viabilidad celular de la hidroxiapatita y la policaprolactona en fibroblastos gingivales. En
la basqueda inicial se recopilaron 440 articulos potenciales para el analisis, posterior a la
preseleccion por titulo y resumen, se eligieron aquellos relacionados con la tematica de la
revision narrativa (se seleccionaron 96 articulos). El proceso de busqueda fue realizado por
dos investigadores, por separado, cada uno evalu6 que los articulos seleccionados cumplieran

los criterios de inclusidn, las disparidades fueron evaluadas por un tercer investigador, quien



finalmente hizo la revision de cada uno de los articulos por titulo y abstract para determinar
la seleccién de los mismos. De estos articulos, bajo el cumplimiento de los criterios de
inclusién, se excluyeron 56 articulos. Por lo cual, finalmente se seleccionaron 40 articulos
que cumplieron con los criterios de inclusion para ser analizados. En la figura 1 se representa

la estrategia de busqueda y proceso de seleccion mediante el diagrama de flujo.

Referencias identificadas mediante la
busqueda de datos:

(n=440) Documentos excluidos por duplicado

y después de lectura inicial de
resumen vy titulo, donde no se hace
explicita la tematica de hidroxiapatita,
policaprolactona,

proliferacién/viabilidad  celular vy
» | fibroblastos.

(n=344)
Documentos recuperados por obtener
informacion detallada:
(n=96)
- Documentos excluidos por no
v cumplir con los criterios de
inclusién.
n=56
Articulos que cumplieron con todos los

criterios de inclusion

(n=40)




Figura 1. Diagrama de flujo del estudio. Proceso de seleccién de los documentos.

Extraccion de datos: Se recopilaron los 40 articulos que cumplieron con los criterios de
inclusion y se realizd la comprobacion de los items para ser incluidos en la revision de
acuerdo con la declaracién PRISMA, abarcando titulo, autores, fuente y afio de publicacion,
resumen estructurado, introduccién donde se incluye Objetivos y justificacion, materiales y
métodos, resultados y caracteristicas de los estudios, en una matriz de Excel. Anexo 1 (Tabla

Resumen Analitico Especializado segin matriz PRISMA para inclusion de estudios)

Analisis de datos: Se realiz6 andlisis tematico y se agruparon los documentos por topicos,
los cuales fueron: Proliferacion celular de fibroblastos en hidroxiapatita, proliferacion celular
de fibroblastos en policaprolactona, proliferacion celular de fibroblastos en hidroxiapatita y
policaprolactona combinados; viabilidad celular de fibroblastos en hidroxiapatita, viabilidad
celular de fibroblastos en policaprolactona, viabilidad celular de fibroblastos en
hidroxiapatita y policaprolactona combinados, tiempos de evaluacion de la proliferacion
celular y resultados cuantitativos y cualitativos. Estas tematicas fueron abordadas para cada

biomaterial individualmente y en combinacion.

De acuerdo con la Resoluciéon 8430 de 1993, esta investigacion no fue realizada en seres

humanos, por lo que se cataloga sin riesgo.
Resultados

De los 40 articulos, 29 fueron estudios in vitro

21,24,26,2729,30,31,32,33,34,38,40,42,43,44,45,47,48,49,50,51,52,53,54,55,56,57,59’ 5 estudios in vivo 20,23,25,28,39, tres

estudios in vitro/in vivo 22354 tres estudios ex vivo 33758 y una revision de la literatura®.



Los estudios que analizaron proliferacion y/o viabilidad celular en policaprolactona fueron

18, en hidroxiapatita 10 y combinados 12.

Proliferacion  Celular:  Hidroxiapatita
Ensayos de proliferacion/ viabilidad celular:

El crecimiento y la proliferacion de células de fibroblastos en Hidroxiapatita (HA) se analiz6
mediante varios ensayos, dentro de los cuales se encontraron dos estudios para la
proliferacion celular®®®, un ensayo de viabilidad MTT T (bromuro de 3- [4,5-
dimetiltiazol2il] -2,5-difeniltetrazolio); y dos estudios en cuanto a viabilidad celular?®®. La
microscopia electrénica de barrido (SEM) fue util en cinco de los ensayos incluidos para
evaluar la proliferacion,?34%4 (9,15,35) y viabilidad celular?’°® . Un estudio incluy® la tincion
de hematoxilina- eosina (HE), tincion de Masson y técnicas cuantitativas de reaccion en
cadena de la polimerasa para la proliferacion celular®. Un ensayo de microscopia confocal
fue empleado en uno de los estudios®’, asi como el ensayo de exclusion de colorante azul
tripan en otro®. También, la microscopia electronica de transmision (TEM) fue usada para

la evaluacion de la proliferacion celular en un estudio®.
Tiempo de evaluacién de proliferacion celular

Para la evaluacion de la proliferacion celular fueron evaluados diferentes tiempos de cultivo.
De un total de 9 estudios, un estudio la evaluaron en horas®, cinco estudios evaluaron la
proliferacion en dias 27123334 yn estudio la evaluaron en semanas®, dos estudios la

evaluaron en meses 3"°8, El tiempo de evaluacion mas comdn fue entre dos y seis dias en



cuatro estudios 2733345 hasta 21 y 28 dias en dos estudios?”?®. En dos estudios ex vivo el

tiempo llegd a extenderse a 6 y 12 meses®"%8,
Resultados de proliferacion celular

De acuerdo con la revision de la literatura encontrada, seis estudios arrojaron resultados
cuantitativos?’28293455%6 v cinco estudios arrojaron resultados cualitativos333437:5458,
Dentro de los resultados cualitativos, la presencia de particulas de HA se relaciono
significativamente con un aumento en la proliferacién de fibroblastos del ligamento
periodontal humano, ademas de promover la diferenciacion osteogénica de las células del
ligamento periodontal y funcionar como agente biorreabsorbible en la restauracion 6sea®3,
También se resalta que la hidroxiapatita en combinacidn con otros biomateriales como el gel
de quitosano (GQS) pueden aumentar mejor la proliferacion y diferenciacion osteogénica de
los fibroblastos®. Asi como también se ha descrito la combinacion de hidroxiapatita con
factor rico en plaquetas (FRP) y Combinacién de células mononucleares autélogas de médula

6sea (BMMNC) para promover la regeneracion 6sea en defectos de la hendidura alveolar®®,

Los resultados cuantitativos mostraron que la combinacion de Hidroxiapatita con polilactida
fotocurable (PLA) puede aumentar el nimero de células y la viabilidad proliferativa celular,
lo que conlleva a la formacion de hueso nuevo y osteoide?®. También existen diferencias en
cuanto a la proliferacion en hidroxiapatita densa y sus nanoparticulas, ademéas del aumento
de la actividad de la fosfatasa alcalina®. La Hidroxiapatita en una matriz dérmica acelular
porcina (HA-PADM), demostrd que los fibroblastos del ligamento periodontal podian crecer,
proliferar y mantener viabilidad después de un cultivo prolongado. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los andamios de estructura PADM pura y

andamios HAp-PADM después siembra durante un dia. Sin embargo, después de 3,5y 7



dias de cultivo, la viabilidad de las células en HAp-PADM fue significativamente mayor que
los de PADM puro (P, 0.05, P, 0.01 y P, 0.01 respectivamente)?®. Se observo también en
Hidroxiapatita de conchas de cangrejo su biocompaibilidad, mostrando un gran porcentaje
de células vivas con un cultivo de fibroblastos gingivales®. La hidroxiapatita ceramica
también fue evaluada con respecto a la no ceramica, demostrando que la primera tuvo un
retraso en el crecimiento celular durante los 5 primeros dias del estudio y que la hidroxiapatita
ceramica mostrd porcentajes de viabilidad celular significativamente mas bajos que los otros
grupos entre el 60 y 100%. Asi, se demostrd que la hidroxiapatita favorece el crecimiento
celular y el metabolismo de los fibroblastos, incluida la produccién de colageno, y por tanto

es biocompatible®®.

Proliferacion Celular: Policaprolactona
Ensayos de proliferacion/ viabilidad celular

El crecimiento y la proliferacion de células de fibroblastos en Policaprolactona (PCL) se
analizaron mediante un ensayo de viabilidad MTT T (bromuro de 3- [4,5-dimetiltiazol2il] -
2,5-difeniltetrazolio), en dos estudios para la proliferacion celular %57 | y en tres estudios en
cuanto a viabilidad celular 22264 |a microscopia electronica de barrido (SEM) fue usada en
uno de los ensayos®, dos estudios incluyeron la tincion de hematoxilina- eosina (HE)?%%,
dos estudios incluyeron tincion de Masson?>%®, El ensayo Alamar Blue fue usado en un
estudio®. Por otro lado, dos estudios emplearon la Electroscopia infrarroja Fourier
(FTIR)®*2, También, la microscopia electrénica de transmision (TEM) fue usada para la

evaluacion de la proliferacion celular en un estudio®. Otros ensayos fueron empleados en



estos estudios para evaluar caracteristicas diferentes a la viabilidad celular, como el estudio

de liberacion OTC (oxitetraciclina)®® o analisis tomografico (micro TC)%.
Tiempo de evaluacion de proliferacion celular

Para la evaluacion de la proliferacion celular fueron evaluados diferentes tiempos de cultivo.
De un total de 15 estudios, cuatro se evaluaron en horas %452 cinco se evaluaron en dias
20.31,525338 cuatro se evaluaron en semanas 20383946 y dos se evaluaron en meses 2%, El
tiempo de evaluacion mas comun fue entre uno y siete dias en cinco estudios?%3°2%357 hasta
14 dias en un estudio®, y de 6 a 48 horas en dos estudios®*?°, por periodos de 24,78 y 72
horas en dos estudios?>?%, incluso semanas 8, 16,12 y 6 en cuatro estudios 2°%%3946_En dos

estudios ex vivo el tiempo llego a extenderse entre dos y seis meses 2236,
Resultados de proliferacion celular

De acuerdo con la revision de la literatura encontrada, 8 estudios arrojaron resultados
cuantitativos 20,21,22,26,36,37,52,57 y 11 Cua|itatiVOSZ4,25,31,35,38,38,39,41,46,52,53,59_ En cuanto a los
resultados cualitativos, se mostrd el empleo de membranas de PCL funcionalizadas con
Acido poli-glutdimico (PGA) con la hormona antiinflamatoria (melanocortina, a-MSH)
incorporada (PGA-a-MSH), las cuales redujeron la proliferacion de células epiteliales y
Fibroblastos estimuladas con Lipopolisacaridos?. También las membranas con PCL
demostraron mejorar significativamente el nivel clinico de insercion y reducir la destruccion
6sea inducida por la inflamacién y migracion gingival, en combinacion con Ibuprofeno (IBU-
PCL), influyendo en la proliferacion de fibroblastos y células epiteliales®. Otras
observaciones demostraron que el andamio PCL sintetizado es adecuado para la union y

supervivencia de las células madre mesenquimales y puede adaptarse a la union celular



cuando se prueba en células madre mesenquimales, las propiedades de electrohilado, le
confieren también propiedades mecanicas de tensién y mddulo elastico mas débiles en
comparacion en tejido de ligamento cruzado anterior®. Las células madre mesenquimales
(heMSC) proliferan bien en PCL junto con un recubrimiento de fibronectina, poli-I-lisina y
fibronectina (FN + PLL + FN) (cPCL MC). Ademas de demostrar induccion osteogénica in
vitro, mostrando un aumento en la deposicion de Calcio®. La PCL en combinacion con
policaprolactona-fosfato tricalcico (TCP) mostr6 ademas un aumento en el volumen éseo,
asi como en combinacion con proteina morfogenética ésea humana recombinante-2 (BMP2)
y con particulas Gseas autogenas ABP¥*. Ademas, se ha estudiado las propiedades de
citotoxicidad de nanofibras PCL-OTC (oxitetraciclina), resultando ligeramente citotoxica
para bacterias, encontrando un potencial como sistema de administracion de farmacos para
el tratamiento de la enfermedad periodontal®®. La capacidad de las células madre de
diferenciarse y proliferar en una membrana de PCL, puede verse afectada; se demostré que
células aisladas de encias sanas y enfermas pueden afectar la eficiencia de la unidad
formadora de colonias, disminuir la actividad de la fosfatasa alcalina, generar una
mineralizacién de osteoblastos mas débil y una mayor propension a diferenciarse en
adipocitos que sus contrapartes sanas®:. Se demostr6 que en los andamios de PCL-TCP, la
propagacion y la viabilidad de las células mejoraron notablemente y que la adicion de
particulas de fosfato célcico bifasico en los andamios de PCL no tiene un efecto fuerte sobre
la formacién de hueso nuevo, mientras que la PCL junto con la inmovilizacién de colageno

mejoro significativamente la regeneracion 6sea*

Los resultados cuantitativos, mostraron que tanto los andamios PCL como PCL-SIM

(simvastatina) no tuvieron efectos sobre la proliferacion de PDLSC (P > 0,05), los



fibroblastos del ligamento periodontal PDLSC fueron capaces de adherirse a los andamios y
exhibieron una morfologia de huso saludable, con un porcentaje de viabilidad del 400%%°.
La modificacion de la superficie de la PCL con plasma frio atmosférico mostré mejoria en el
crecimiento y proliferacion celular progresivos con valores estadisticamente significativos
en comparacion a la PCL sin plasma?. La PCL en combinacion con PMMA (Polimetacrilato
de metilo), estim6 una viabilidad celular del 80% al 100% para la regeneracién de tejido
6se0??. En un andamio PCL-IBU, se demostrd que esta combinacion no mostré cambios
significativos en la viabilidad celular y no caus6 ningun efecto de deterioro o inhibidor sobre
el crecimiento celular?. Se evalu6 la PCL pura, PCL / polietileno glicol (PEG) y nanopolvos
de vidrio bioactivo (VB), encontrando diferencias estadisticamente significativas entre el
control (placa de cultivo estandar de poliestireno) y las membranas, incluida la membrana de
PCL puray sus combinaciones (valor de P <0,05); ésta mostro una viabilidad y actividad de
ADSC (células madre adiposas) significativamente mayor y capacidad de mineralizacion
6sea>?. La PCL también fue combinada con quitosano (PCL/QS), resultando en mayores tasas
de crecimiento de fibroblastos humanos gingivales (FHG), las cuales fueron superadas
significativamente por las nano-QS / PCL (95% o mas; P \ 0,001), demostrando la mejora de
la bioactividad de las mismas mediante el injerto de chitosan, ademas, se mostré que la alta
nano-rugosidad de las peliculas nano-QS / PCL (entre 100 y 148 nm) puede acelerar ain mas
la crecimiento y proliferacion de FHG (15% o mas; P \ 0.001)%". Otros estudios, muestran
una reabsorcion de la cresta vertical significativamente menor (P = 0,008) y la formacién de
hueso mineralizado®. Asi como también, un volumen éseo significativamente mayor en
combinacién PCL / TCP (P <0,05), y resultados que carecen de significacion estadistica en

la formacidn de hueso en combinacién PCL / TCP/BMP2y PCL / TCP/ ABP (P =0,052)%.



Proliferacion Celular: Hidroxiapatita y Policaprolactona (Combinados)
Ensayos de proliferacion/ viabilidad celular:

La proliferacion y viabilidad celular de los fibroblastos en combinacion Hidroxiapatita (HA)/
Policaprolactona (PCL) fue analizada mediante un ensayo de viabilidad MTT T (bromuro de
3- [4,5-dimetiltiazol2il] -2,5-difeniltetrazolio) en 4 estudios 324244’ para la proliferacion
celular y en 2 estudios *4°%°! para la viabilidad celular, la microscopia electronica de barrido
de emision (FE-SEM) fue usada en uno de los ensayos*® en proliferacion celular y un ensayo
para la viabilidad celular®. En un estudio también se empleo un ensayo con azul alamar junto

con tincion viva/muerta®.
Tiempo de evaluacion de proliferacion celular

Para la evaluacion de la proliferacion celular fueron evaluados diferentes tiempos de cultivo.
De un total de 6 estudios, cuatro emplearon dias 3324%°1 yno empled meses**, uno empled
horas®. El tiempo de evaluacion mas comun fue entre 3y 7 dias en cinco estudios®032404351

hasta tres meses en un estudio®*.
Resultados de proliferacion celular

De acuerdo con la revision de alcance encontrada, cinco estudios arrojaron resultados
cuantitativos323243°051 y seis cualitativos?©4244434731 | os resultados cualitativos, revelaron
que CoHA (Cobalto-HA) se mezcla uniformemente en las membranas y ayuda a reducir la
cristalinidad de PCL para obtener méas cantidades de degradacion que la membrana de PCL,
lo cual aumenta significativamente la proliferacion celular y la deposicion de calcio en mas
del 90%, asi como mejora la biodegradacion y puede eliminar continuamente los radicales

libres para reducir la respuesta inflamatoria®. Las membranas de PCL recubiertas que



contienen alumina/ grafeno / hidroxiapatita carbonatada / titanio permiten una alta porosidad,
por lo cual las hace mas propicias para el crecimiento de fibroblastos humanos*. Se compar6
la migracion y proliferacion de fibroblastos en membranas de PCL / HAp con vidrio de
borosilicato con la pelicula compuesta plana fomentando mas actividad de migracion celular
que las peliculas que contienen caracteristicas topograficas, las cuales procedieron mas
lentamente, lo que sugiere que los niveles mas altos de simetria del orden topografico
imponen un estrés mecanoquimico moderado sobre las células adherentes y, por tanto,
promueven una respuesta osteogénica mas favorable®. También se realizé una evaluacion
indirecta de la citotoxicidad de todos los armazones de lixiviacion dual de PCL/HAp con
células fibroblasticas de raton y células preosteoblasticas derivadas de calvaria de raton. Las
células cultivadas en las superficies de los armazones de lixiviacién dual de PCL / HA
tratados con NaOH tuvieron la tasa mas alta de deposicion de minerales®’. En matrices
electrohiladas basadas en policaprolactona cargadas con Plata (Ag) / hidroxiapatita (HA), se
observo que las células podian crecer y extenderse no solo en la superficie de las fibras sino
también, se extendian y adherian a través de los poros profundos de las mismas®..
Finalmente, la mezcla de un electrohilado incorporado de nanohidroxiapatita
Policaprolactona / Policaprolactona — Polietilenglicol-de mezcla de policaprolactona para
tejido 6seo mostré un rendimiento mejorado general en la viabilidad celular y la
proliferacion, como la presencia de células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo

de conejo inducidas por osteogénicos (ADMSC)*.

Los resultados cuantitativos, mostraron que la proliferacion celular en andamios 3D de PCL
compuestos con HA y NKB (hueso bovino Nukbone) se incremento6 con respecto al tiempo,

especialmente a los 7 y 14 dias y en comparacion con PCL sola*. La combinacion de



policaprolactona / gelatina / andamio electrohilado de nanohidroxiapatita, no mostro
diferencias estadisticamente significativas en el dia 1, al dia 4, la proliferacion celular
aumento hasta 0,196, 0,22, 0,24 y 0,3; la supervivencia y proliferacion de las células al dia 7
aumento significativamente (p <0.05) (13). La incorporacion de vidrio bioactivo a nanoescala
en Hidroxiapatita en PCL/quitosano, confirmd el comportamiento osteoblastico de los
fibroblastos humanos del ligamento periodontal y mejord la actividad de la fosfatasa
alcalina®®. También la viabilidad celular de nanocompuestos PCL / HA (20%) fue estudiada
en otros tipos celulares como lineas celulares de osteosarcoma humano, sugiriendo
proliferacion celular aumentada y mayor viabilidad de acuerdo con el tiempo de incubacion®.
La plata (Ag) en adicion a la PCL y HA mejord la proporcion de las células viables, con baja
tasa de mortalidad sin interaccion toxica. La cual comenzO desde 97.1 al 4.6% sin
contribucion de Ag, luego alcanzo su nivel mas bajo valor de 96,1 al 3,8%, y luego mejor6
significativamente para alcanzar alrededor de 102,3 al 3,1% en el nivel més alto contribucion

de Ag *L.
Discusion.

Esta revision de alcance de la literatura analizo la evidencia cientifica disponible en sobre la
viabilidad y/o proliferacién celular de los fibroblastos del ligamento periodontal en
hidroxiapatita y policaprolactona, por separado y combinados. La busqueda bibliografica
inicial arroj6 440 documentos, la literatura basada en policaprolactona presentd el mayor
numero de resultados, seguida de la mezcla de hidroxiapatita y policaprolactonas, finalmente
la basada en hidroxiapatita Unicamente. Se excluyeron aquellos articulos que no incluian la

hidroxiapatita y policaprolactona como biomateriales, aquellos que no analizaban la



viabilidad o proliferacion celular de los fibroblastos. Finalmente se incluyeron 40 articulos

para esta revision de alcance.

Aunque se encontrd una amplia variedad celular, se incluyeron unicamente los fibroblastos,
principalmente los fibroblastos del ligamento periodontal. Los fibroblastos del tejido
conectivo juegan un papel central en la formacion de nuevos tejidos y en las fases de
remodelacion de la cicatrizacion de heridas®. Estas células de origen mesenquimatoso, han
exhibido una mayor esperanza de vida en comparacion con los fibroblastos de la piel, por
ejemplo, atribuida a la expresion de la telomerasa; esto permite desarrollar nuevas estrategias
para controlar los procesos de cicatrizacion de heridas intraorales e implicarse en la
regeneracion tisular®. Ademas, se ha demostrado que las interacciones de los fibroblastos
con su matriz extracelular pueden cambiar con la edad y la enfermedad, afectando asi la
cicatrizacion de las heridas orales®. Estas células presentan interesantes propiedades de
proliferacion y viabilidad celular que pueden ser analizadas en aplicacion clinica para la

regeneracion tisular guiada periodontal.

Esta revision incluye dentro de los ensayos para la evaluacion de la viabilidad y/o
proliferacion  celular, el ensayo por reduccion del compuesto MTT
21,22,26,28,29,32,34,42,45,46. 47,5557 ' sjando el mas comn dentro de los estudios analizados. Dicho
ensayo se prepara en una solucion fisiologicamente equilibrada la cual afiade a las células en
cultivo, tiene carga positiva y penetra facilmente en las células eucariotas viables; estas
propiedades permiten que las células viables con metabolismo activo conviertan el MTT en
un producto de formazan de color pdrpura, lo cual permite discriminar la capacidad de
convertir MTT en formazan en las células que presentan color®?. Por otra parte, la tasa de

reduccion del MTT puede verse afectada por las condiciones de cultivo que a su vez alteran



el metabolismo de las células, por lo tanto, el ensayo MTT es una alternativa no radiactiva a
la incorporacion de timidina tritiada en el ADN para medir la proliferacion celular®?. Dentro
de las ventajas del ensayo MTT se incluyen la facilidad y rapidez de ejecucion, la
reproducibilidad de los resultados y la correlacion clinica observada entre las pruebas in vitro
e in vivo®®, Alamar blue fue empleado también?*“3, este ensayo se basa en la conversion del
tinte azul no fluorescente resazurina, que se convierte en resorufina fluorescente rosa por las
enzimas mitocondriales y otras, como las diaforasas®®. Este compuesto es no toxico y
permeable a las células, de color azul y no es fluorescente, que, al entrar en contacto con las
células, la resazurina se reduce a resorufina, de color rojo y altamente fluorescente,
cambiando el color del medio de cultivo celular y relacionandose con el nimero de células
viables®. También, el ensayo de exclusion de colorante azul tripan®® fue empleado para
medir la viabilidad celular; con este es posible determinar el nimero de células viablesy / o
muertas en una suspension celular. ElI azul tripan es una gran molécula cargada
negativamente. Se basa en que las células vivas poseen membranas celulares intactas que
excluyen el azul tripdn, mientras que las células muertas no; asi, las células viables tendran
un citoplasma claro, mientras que las células muertas tendran un citoplasma azul®*. Dentro
de sus ventajas se encuentra que el procedimiento de tincidn es simple, pero se dificulta
procesar un gran nimero de muestras al mismo tiempo. Ademas de impedir distinguir entre
las células sanas y las células que estan vivas pero que pierden funciones celulares, siendo
poco sensible para su uso en pruebas in vitro®. El ensayo CCK-8%, emplea el tinte de WST-
8 [2- (2-metoxi-4-nitrofenil) -3- (4- nitrofenil) -5- (2,4disulfofenil) -2H-tetrazolio, sal
monosodica] el cual se reduce mediante la deshidrogenasa en las células para formar un
producto de color naranja soluble en agua (formazéan), exhibe una sensibilidad de deteccion

superior que otros ensayos basados en sales de tetrazolio como MTT®, También, el ensayo



de proliferacion celular WST-1?7, el cual es un ensayo colorimétrico simple cuyo principio
de este ensayo se basa en la conversion de la sal de tetrazolio WST-1 en un formazan
altamente soluble en agua mediante enzimas deshidrogenasas mitocondriales en presencia de
un aceptor de electrones intermedio®, es facil de usar, seguro, tiene una alta reproducibilidad
y se usa ampliamente para determinar tanto la viabilidad celular como las pruebas de
citotoxicidad®. De acuerdo a la variedad de ensayos para la proliferacion y viabilidad celular,
es posible inducir que la seleccion de estos depende de las ventajas y desventajas que ofrecen
el tipo de células y los objetivos de estudio de las investigaciones; asi como la sensibilidad

de los mismos.

Por otra parte, se presentaron variedad de tiempos de evaluacion, de acuerdo con las
necesidades y los objetivos de investigacion de los diferentes estudios, fueron empleados
horas, dias, semanas, e incluso meses en algunos estudios ex vivo. Los dias fue la medida de
tiempo mas empleada en la mayoria de los articulos 2028:30.31,32333440.51,525357 Esto puede
estar relacionado con el desarrollo de los cultivos celulares, puesto que, con el tiempo, las
células pueden desarrollar la capacidad de modular su entorno®. Ademas, es importante
comprender el proceso de envejecimiento del fibroblasto, una vez diferenciados, estos poseen
la capacidad de replicarse mediante divisiones mitoticas, experimentando aproximadamente
50 divisiones antes de adquirir una condicion de senescencia y morir. Sin embargo, este
nimero se reduce a 20 cuando los fibroblastos provienen de tejido adulto’™. Por esto es
necesario conocer el tipo de células empleadas en los estudios, ya sean fibroblastos gingivales
(FG) o fibroblastos del ligamento periodontal (FLP) para asi mismo relacionarlos con

aplicaciones clinicas ya sea en la regeneracion de tejido conectivo blando en el caso de los



FG o del tejido de soporte dental radicular para los FLP™. No se demostrd diferencias

especificas en cuanto al tipo de fibroblastos empleados en los articulos de la revision.

El reporte de los resultados arrojo en 13 de tipo cuantitativo y en 27 cualitativo, de los
segundos, no se presentaron resultados numéricos, relacionados con viabilidad o
proliferacion celular. Por lo anterior, es posible inferir que son pocos los estudios que
incluyen estadisticas que soporten su validez y precision en comparacion a los que describen
resultados cualitativos, tanto en hidroxiapatita como policaprolactona y estos dos

combinados.

Los resultados de esta revision muestran que existe una relacion directamente proporcional
entre la concentracién de la hidroxiapatita y la policaprolactona, con la proliferacion
celular®®®, La tendencia a mayor tasa de proliferacion celular junto con el aumento de la
concentracion de la hidroxiapatita, incluso el uso de nanoparticulas de hidroxiapatita
aumento la actividad de proliferacion celular y se asocié también a una mayor formacién
6sea 2%, De la misma manera la policaprolactona, en la cual se demostr6 que el aumento de
rugosidad en la superficie podria mejorar la tasa de crecimiento de los fibroblastos, en

combinacién con el chitosan®’.

Otro punto en discusién se relaciona con el uso de otros agentes que se han combinado con
la hidroxiapatita y la policaprolactona. Si bien se encontraron varios estudios que los
mencionan en conjunto30:32:38.4042.444547.495051 1| 5 combinacion de Unicamente PCL y HA
se detalla en cuatro estudios?4>47%° en comparacion es mayor la cantidad de estudios en
los que ademas de combinar estos dos biomateriales, de adiciona hueso bovino Nukbone
(NKB)¥®, Cobalto*, Vidrio bioactivo a nanoescala (n"VB) y quitosano (QS)*, e incluso Plata

(Ag)®L. Esto podria significar que si bien la combinacion de PCL y HA han demostrado



aumentar la proliferacion celular, el uso de otros agentes puede potencializar estos efectos a

nivel celular.

Asi mismo, el uso de la nanoestructuracion de la hidroxiapatita fue comun en varios
estudios®®#, por lo cual podria discutirse el uso de esta técnica para mejorar algunas
propiedades de los andamios, si bien es posible que empleando nanoparticulas de
hidroxiapatita y/o policaprolactona pueden mejorarse las fuerzas biomecéanicas al existir un
aumento en la densidad de las fibras, seria l0gico entonces que esto resultara en un aumento
de la proliferacion celular. Esto puede explicarse porque a medida que aumenta el contenido
de nHA, se activan mas sitios de nucleacién y se acelera la tasa de nucleacion de apatita. De
esta manera, el recubrimiento de nHA sobre matrices de andamio puede mejorar sus
propiedades biomiméticas y aumentar la proliferacion celular’. Estas propiedades de las
nanofibras también podrian emplearse junto con agentes antimicrobianos o antiinflamatorios

para prevenir infecciones, regeneracion de defectos dseos en enfermedad periodontal™.
Conclusiones:

La evidencia cientifica recolectada en esta revision permite concluir que la policaprolactona
e hidroxiapatita son dos biomateriales que han demostrado mejorar y/o aumentar la
proliferacion y viabilidad celular incluso a nivel especifico de los fibroblastos, incluyendo
los gingivales; gracias a propiedades fisicas, quimicas y biologicas de estos junto con células
mesenquimales del ligamento periodontal (fibroblastos), las cuales pueden ser muy Utiles en
la regeneracion periodontal en pacientes que presentan o han presentado enfermedad

periodontal como terapia de regeneracion tisular guiada.



Mediante esta revision se pudo determinar el ensayo de MTT como el principal para evaluar
tanto la viabilidad como proliferacion celular en PCL y HA, ademas de técnicas de
microscopia como la electronica de barrido, las cuales en conjunto permitieron observar el
porcentaje de células vivas y muertas, asi como el nivel de proliferaciéon celular en los

determinados tiempos de evaluacion de los estudios aqui incluidos.

De acuerdo con lo anterior, esta revision plantea que el incremento de la proliferacion y
viabilidad celular presentado en los estudios aqui incluidos se logré gracias a la integracion
entre los biomateriales (PCL y HA) con los fibroblastos del ligamento periodontal. Si bien
no fue posible determinar exactamente alguna diferenciacion entre fibroblastos del ligamento
periodontal y fibroblastos gingivales e incluso fibroblastos en general, puesto a que la
informacion de la recoleccion de este grupo celular no fue claramente detallada, si fue posible
reconocer que la concentracion de estos biomateriales y su nanoestructuracion pueden influir

en mejores resultados a nivel in vitro.

Por esta razon, es posible concluir que son necesarios mas estudios no solo a nivel invitro
sino in vivo y ex vivo gque permitan llevar estos resultados a la préactica clinica 'y utilizar estos
biomateriales en la regeneracion periodontal clinica; ademas de generar mayores aportes
cuantitativos y unanimes en un mayor tiempo de estudio que no sélo se limite a horas o dias,
para conseguir resultados que puedan extrapolarse de manera mas realista a la practica clinica

e incluso puedan ser replicados con mayor eficiencia.
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