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. INTRODUCCION

Hoy en dia, la necesidad de crear novedosas estrategias para regenerar y reparar
defectos déseos en el campo de las aplicaciones biomédicas a incrementado.
Nuevos enfoques incluyen el disefio de andamios bioactivos naturales que imiten al

tejido 6seo.

En Odontologia, los defectos éseos son afecciones que oscilan desde recesiones
que miden milimetros hasta la reseccién completa de la mandibula, y que son
tratadas, por ejemplo, con hueso liofilizado, membranas o bien prétesis metalicas,
que en la mayoria de los casos devuelven la funcién de manera limitada. Los
cambios en la anatomia de la mandibula y maxilar son de gran interés odontoldgico,
ya que la disminucién progresiva de sustancia 6sea reduce la posibilidad de una
efectiva rehabilitacion de la funcion bucal, lo cual debe considerarse durante la

planificacion del tratamiento odontolégico.

El propodsito de este estudio es para evaluar el potencial de andamios de alginato
con cloruro de calcio entrecruzados con hidroxiapatita para promover la adhesion y
proliferacion celular de células troncales mesenquimales derivadas de la pulpa
dental. Los andamios son cruciales para la ingenieria tisular ésea, ya que desde su
composicién y propiedades puede significativamente afectar el comportamiento de

las células.

Estos andamios bioactivos tienen que poseer propiedades biofisicas adecuadas
para dirigir la respuesta bioldgica hacia nueva formacion de tejido 6seo. En
particular, la porosidad y tamafio de éstos juegan un papel central en el papel de la
migracion celular, adhesién y proliferacién, incrementando la interaccion entre

célula-superficie del material y signos de transmision osteogénica.

De las diferentes superficies que cada concentracion de HA proporciono, podriamos
decir que se requiere una superficie con topografia superficial intermedia (30 y 40%)
para promover la proliferaciéon y adhesion celular, ni tan lisa como aquella del

andamio de ALG, ni con demasiada textura como la que presenta la de 50% HA. De
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los resultados previamente mencionados se puede concluir que los andamios de
alginato/HA pueden ser una alternativa futura que puede funcionar como sustrato
para regeneracion en ingenieria tisular 6sea craneofacial, aunque por supuesto falta
investigacion complementaria para que eventualmente estos materiales puedan ser

utilizados en la clinica.

Conforme vamos utilizando enfoques de ingenieria de tejidos para aprender mas
sobre el comportamiento celular y fisiologia, también estamos incrementando las

herramientas que estan disponibles para mejorar la practica médica y quirdrgica.



II. MARCO TEORICO

2.1 BIOINGENIERIA DE TEJIDOS

El intercambio de tejidos es un arte ancestral, pero la bioingenieria de tejidos es un
concepto nuevo. El nuevo pensamiento sobre ingenieria de tejidos esta soportado
por tecnologias que fueron desarrolladas durante el siglo veinte, incluyendo cultivo

avanzado d células, tranferencia genética, y sintesis de materiales. !

La ingenieria tisular es una discliplina cientifica que comenzé aproximadamente en
19872, cuyo objetivo es restaurar, sustituir o incrementar las actividades funcionales
de los propios tejidos organicos, dafiados o enfermos. A través de metodologias
gue integran conociemientos multidisciplinarios. Los elementos de los que hace uso
son: los biomateriales, las biomoléculas y las células; cada uno se explicara con

mayor detalle mas adelante.3%4Fig. 1

e —
o il e \
M ‘ Ml 5 o p
a Blomaterla‘ls" . 4 b) Cells
i Natural  JF Autologous
7 synthetic e Heterologous

Differentiated
Stem cell

o/ Hydrogels
. Meshes,
AR S ‘ Tissue
y ' engineering

Figura 1 Triada en ingenieria de tejidos. La combinacion de (a) biomateriales (naturales,
sintéticos, hidrogeles y redes/mayas), (b) células (autdlogas, heterélogas, diferenciadas y
células troncales) e inductores o (c) biomoléculas (factores de crecimiento, moléculas

pequefias y fuerzas mecéanicas) son utilizadas para la ingenieria de tejidos funcionales.®



La ingenieria de tejidos es un campo multi e interdisciplinario que aplica los
principios de la ingenieria y las ciencias de la vida, para el desarrollo de sustitutos
biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la funcién de un tejido u 6rgano. En

algunos textos, la IT es también conocida como medicina regenerativa.*

Lo que ha cambiado en la Ultima década es lo que se espera sobre el papel que
tiene y tendra la ingenieria de tejidos en la medicina regenerativa. Esto es ilustrado
por el concepto de alejarse de la investigacibn en regeneracion de 6rganos
completos a estructuras -y defectos- especificos “medicina regenerativa”, que
incluye elementos de injertos, hueso y materiales sustitutos dentales, y dispositivos
ya existentes o personalizados. Muchos, sino es que la mayoria de procedimientos

de reconstruccién continuan involucrando material aloplastico o sustitutos tisulares.®

Implicaciones

El proceso para la obtencién de sustitutos tisulares implica: aislamiento de las
células de interés, expansion en cultivo de células, la integracion de las células en
un bimaterial y aplicacion del constructo. En la bausqueda de de la unidad minima

que garantice el mayor éxito en la regeneracion, existen dos corrientes principales:

1. Sugiere la creacién de tejidos artificiales en la caja de cultivo hasta que tenga
las caracteristicas idoneas para su inmediata aplicacion al paciente
2. Propone el implante de biomateriales con células y factores o sin ellos, para

que se regenere la zona dafiada in situ.*2

Los enfoques de la ingenieria de tejidos pueden organizarse alrededor de varios

principios generales:

La ingenieria de tejidos es una extension légica de practicas convencionales

meédicas y quirargicas.



e Laingenieria de tejidos involucra control y regulacion del proceso normal de
curacion (healing)

e Laingenieria de tejidos intenta reemplazar o suplir el componente celular de
tejidos enfermos (diseased)

e Laingenieria tisular utiliza procesos celulares para controlar el suministro de
famacos

e La ingenieria de tejidos produce nuevos modelos para el estudio de la

fisiologia humana.!

Uno puede considerar interacciones celulares con polimeros a diferentes niveles de
complejidad (fig. 2). Dentro deuna dimension, caracteristicas como adhesion celular
y esparcimiento celular (spreading) pueden ser examinados. En dos dimensiones,
la forma y orientacion de las células puede ser considerado, asi como patrones de
migracion celular y crecimeinto y respuesta de las células a gradientes superficiales.
Adicionalmente, expansion hacia tres dimensiones hace disponible la observacion
de anistropia estructural. Estructuras tridimensionales proueven oportunidades para
la interaccion celular, no disponibles en sistemas experimentales (como cultivo

tradicional de células) que confinan a las celulas a una superficie bi-dimensional.?
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Figura 2 Desarrollo de biomateriales poliméricos para ingenieria de tejidos. Biomateriales
para la ingenieria de tejidos son caracterizados evaluando (Nivel 1) adhesion celular y
dispersién celular, (Nivel 2) migracién motilidad y crecimiento celular, y (Nivel 3) agregacion

celular y organizacién tisular.

Un aspecto importante de la ingenieria de tejidos es la busqueda de métodos para
controlar el proceso natural de reparacion y curacion de las lesiones. Ingenieros en
tejidos estan explorando un numero de estrategias para controlar la curacion;
algunas de estas estrategias involucran reemplazamientos de celulas, algunos
involuvran materiales sintéticos, y otros una combinacion de estos (fig. 3). Cuando
solo se utilizan celulas, las células deben producir su propia matriz de soporte y se
deben integrar al tejido existente. Cuando solo materiales son utilizados, migraciéon
de celulas a el area deseada es usualmente esencial para la reparacion del tejido.
Cuando materiales y células son utilizadas simultaneamente, haya probablemente
por evolucion del tejido, cultivo en construccion o una evolucion de la estructura
tisular in situ. Un principio basico de la ingenieria de tejidos es que el material puede
proveer sefales que pueden guiar el desarrollo de la estructura tisular normal. Pero,
en todos los casos, procesos de curacion natural son esenciales para la formacion

correcta de la estructura tisular.t
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Figura 3 Materiales y células para reparar el defecto tisular. Esquema del sitio de la lesion
(a), mostrando la ingenieria de tejidos con solo la utilizacion de células (b), solo material (c),
o combinacién de material y células (d).

Materiales sintéticos estan siendo utilizados para definir la relacién entre el
comportamiento celular y las propiedades del ambiente extracelular (como se
encuentra ilustrado en la fig. 4. Por ejemplo, materiales sintéticos con herramientas
valiosas en definir la relacion entre la estructura/quimica de la matriz extracelular y
ritmos de migracion celular. Estas relaciones pueden ahora formar las bases para
predecir las propiedades de materiales que seran Utiles en la aplicacion de

ingenieria de tejidos.t
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Figura 4 Neutréfilos humanos migran a lo largo de barreras sintéticas microfabricadas. Los
leucocitos humanos se orientan con respecto a caracteristicas fisicas que fueron

producidas por técnicas de micro fabricacion.

Utilidad

El desarrollo de materiales mejorados y maneras mas inteligentes de utilizar
materiales existentes mejorara el cuidado de la salud humana. Nuestro
entendimiento de los mecanismos moleculares de la interaccion de células con
materiales sintéticos ha avanzado rapidamente en la Ultima década. Este
conocimiento ha llevado a un razonamiento mas racional sobre el disefio de
materiales y el papel de los materiales en el reemplazamiento de tejidos y la

regeneracion.!
Avances en un aspecto de ingenieria tisular proporcionan nuevas oportunidades en

otras areas. Conforme vamos utilizando enfoques de ingenieria de tejidos para

aprender mas sobre el comportamiento celular y fisiologia, también estamos
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incrementando las herramientas que estan disponibles para mejorar la practica

médica y quirargica.!

Actualmente la investigacion en odontologia se orienta al desarrollo de estrategias
basadas en principios biolégicos (ingenieria de tejidos) para la
regeneracion/biomineralizacion de estructuras dentales perdidas. El proceso de
regeneracion del complejo dentino-pulpar esta guiado por la compleja interaccion
entre las células indiferenciadas de origen dental (DTSC), moléculas de

sefializacién y biomateriales con el microambiente donde se va a restablecer.®

2.2.1 Células troncales

Las células troncales son candidatos atractivos para la ingenieria de tejidos por que
tienen la capacidad de auto renovarse, dividirse constantemente y diferenciarse en
células especializadas, por lo tanto, pequefias poblaciones de células troncales
pueden proliferar para proporcionar el nimero celular deseado dentro de un periodo
de tiempo mas corto. Tienen el potencial de diferenciarse en diferentes tipos de
células. Células embrionarias encontradas en etapas de desarrollo tempranas son
capaces de formar ilimitadamente nuevos tejidos y 6rganos (totipotentes). Sin
embargo, debido a preocupaciones éticas y legales, su uso es controversial. Células
troncales postnatales también comparten algunas de las caracteristicas con las
células troncales embrionarias, la principal diferencia es capacidad limitada para
especializarse en diversos tipos de células (multipotentes). Como ventaja, pueden
ser encontradas en algunos tejidos en cualquier etapa de la vida; por lo tanto, su

uso es mas accesible.®37 Fig. 5

Subpoblaciones de células troncales postnatales han sido encontradas en tejidos
adultos, tales como médula ésea, tejido adiposo, cerebro, piel, musculo y tejidos

dentales.36
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Figura 5 Tejidos especializados de los cuales los andamios regenerativos se podrian

beneficiar, de cultivos y diferenciacién celular, tal ves en un biorreactor.®
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Células mesenquimales

Otro tipo de celulas troncales ha sido encontrada en la médula 6sea. Estas celulas,
llamadas celulas troncales mesenquimales, fueron aisladas por primera vez de
aspiraciones de médula por su habilidad para adherirse a superficies durante el
cultivo (celulas troncales hematopoyéticas no se adhieren). Las células cultivadas,
pueden ser inducidas para diferenciarse en adipocitos maduros, condrocitos y
celulas 6seas. Hay algunos reportes de que el potencial de desarrollo de estas
celulas es aun mayor al de las neuronas, miocitos, y otras celulas pueden ser

obtenidas bajo las condiciones apropiadas de induccién.?

Algunas de las células que han sido utilizadas para la ingenieria tisular
craneofacial/dental son células troncales mesenquimales (MSCs) derivadas de
médula ésea o adipocitos,® células troncales derivadas de la pulpa dental (DPSCs),
osteoblastos diferenciados, células perivasculares, células troncales derivadas de
la pulpa de dientes deciduos (SHEDSs), células troncales de la papila apical
(SCAPs), células troncales del ligamento periodontal (PDLSCs) y células
precursoras del foliculo dental (DFPCs).°

Células troncales derivadas de la pulpa dental

En el afio 2000, Grontos descubrié células troncales obtenidas de la pulpa de
terceros molares (DPSCs). Songtao Shi identifico otros tipos de células troncales de
la pulpa dental humana, obtenidas de dientes deciduos exfoliados (SHEDS) y
células troncales de la papila apical (SCAPs) y del ligamento periodontal
(PDLSCs).53

El descubrimiento de células troncales obtenidas de la pulpa de terceros molares
(DPSCs) evoca una fuente importante y accesible de células indiferenciadas
(células troncales mesenquimales), con el potencial para su uso mediante siembra
o0 reclutamiento en varias terapias potenciales. Las DPSCs son altamente
proliferativas y pueden especializarse en un gran niumero de tipos de células, como

odontoblastos, fenotipos neurogénicos, osteoblastos, condrocitos y adipocitos, por
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solo mencionar algunos.t!

Células troncales mesenquimales derivadas del tejido dental es relativamente una
nueva area de investigacion que podria encontrar un papel mayor en la reparacion
craneofacial/dental.*? Sin embargo, sigue sin determinarse si las células troncales
mesenquimales de la médula Osea, adipocitos, o fuentes dentales seran mas
favorables para reparaciéon de tejido craniofacial/dental.® Recientemente,
constructos desarrollados solo por células (sin andamio) han sido estudiadas como

una fuente potencial de células en la ingenieria de tejidos dental.!3

Ademas, las DPSCs tienen una alta afinidad hacia la regeneracién de tejidos de la
region craneofacial, ya que comparten el mismo origen embriologico y con esto

patrones genéticos de expresion similares.!!

Las interacciones celulares con polimeros son usualmente estudiadas usando
técnicas de cultivo celular. Mientras que los estudios in vitro no reproducen el amplio
rango de respuestas celulares observadas seguidas de la implantacién de los
materiales, el ambiente de cultivo proporciona un nivel de control y cuantificacion
gue no usualmente se obtiene in vivo. Celulas en cultivo son generalmente
colocadas sobre la superficie del polimero y el grado de adhesién celular y
dispersion en la superficie pueden ser medidos. Manteniendo el cultivo por mayores
periodos de tiempo, la influencia del sustrato en la viabilidad, funcion, y motilidad

tambien pueden ser determinados.!

La funcion celular es sensible a propiedades quimicas, morfoldgicas y mecanicas
dela superficie; por lo tanto, casi todos los aspectos de la preparacion del material
pueden inducir variables que se sabe tienen influencia en las interacciones

celulares.?
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2.2.2 Andamios

La asociacion de los elementos clave previamente descritos deben desarrollarse en
microambientes favorables, llamados andamios bioactivos. Estos microambientes
deben proveer el armazon para la adhesién de las células troncales, diferenciacion
y proliferacion guiados por moléculas morfogénicas. En adicion, estos andamios
deben ser adecuados para la difusion de nutrientes y oxigeno para desarrollar un

tejido completamente funcional los mas natural posible.®

Andamios de materiales artificiales para la regeneracion tisular craneofacial/dental
pueden acutar como matriz extracelular del tejido deseado, soportando la adhesion
celular, proliferacion, y diferenciacion de celulas cultivadas o huéspedes en

presencia de sefiales bioldgicas.?

Clasificacion y tipos de andamios

Estos andamios pueden ser utilizados en diferentes formas como sélidos porosos
3D,**15, nanofibras,®1” cemento/masilla'®, entre otros. Diferentes tipos de
andamios utilizados para regeneracion tisular craneofacial/dental pueden ser
divididos en tres clases principales: ceramicos, polimeros naturales/sintéticos y

materiales compuestos.?

Los andamios pueden ser moldeados (rigidos y hechos para propoitos especificos)
o injectables (geles adaptables liberados al sitio para la regeneracion tisular). Ambos
pueden ser funcionales adaptando las condiciones para la adhesiéon celular y
mejorados con sefialadores morfogenéticos que suplementan las condiciones y

guian la diferenciacion de las células troncales. ©

A pesar de los prometedores resultados logrados en cuanto a la regeneracion de
tejido fibrocartilagenoso, los polimeros sintéticos poseen algunas desventajas
incluyendo adhesion celular limitada debido a su hidrofobicidad, y liberacion de

bioproductos téxicos durante su biodegradacion in vivo.1?
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Polimeros naturales, como el quitosano y alginato, han atraido la atencion como

andamios recientemente.18

La Hidroxiapatita (HA) se considera como una plantilla estructural para la fase
mineral del hueso y también un importante componente mineral inorganico. La HA,
como biomaterial, es conocida por unirse quimicamente de forma directa al hueso
cuando se implanta. Aunque la HA ha recibido considerable atencién como un
andamio para la ingenieria de tejido 0seo, sus propiedades limitan su uso clinico en
diversas situaciones de defecto 6seo. La unidn con células osteoprogenitoras es

fundamental para aumentar la formacion 6sea.

Se considera que el pH en la regién afecta la velocidad de reabsorcion del injerto.
Cuando el pH disminuye (debido a infeccién), los componentes de HA se
reabsorben.

Desde hace algunos afios se vienen investigando biomateriales compuestos por HA
Coralina (HAP-200), carbonato de calcio (CaCO3) tipo Aragonite (proveniente de
los corales marinos) y poli (acetato de vinilo). Los resultados obtenidos en la
caracterizacion fisicoquimico de estos biomateriales indican que constituyen un
buen prototipo para ser utilizado como sustituto del injerto 6seo y tratar

simultaneamente diferentes defectos.

Se argumenta que la HA suministra iones tales como calcio y fosfato y se fusiona
con el hueso adyacente. Se utiliz6 ampliamente en la década de 1980, pero no
indujo la remodelacion ésea adecuada debido a la inflamacion cronica asociada con
los granulos muy lentamente reabsorbidos, que se mantuvieron inalterables durante

un periodo prolongado de tiempo.1°

Estudios in vitro han mostrado buena adhesion de osteoblastos de rata a andamios
de alginato, estando adheridas con mayor estabilidad en andamios de alginato/HA

que en los de alginato.?° Fig. 7
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T. Chae?! fabrico exitosamente andamios fibrosos nanocompuestos de alginato/HA
mediante helectrohilado y una sintesis in situ novedosa de HA que imita las fibras
de colageno en tejido éseo (fig. 6).2°

La topografia Unica nano fibrilar combinada con la hibridacion de la HA y el alginato

puede ser ventajosa en aplicaciones médicas regenerativas de tejido 6seo.?!

Figura 6 Imagenes microscopicas de a) electrohilado de alginato/HA y b) sintesis de
entrecruzamiento/in situ de andamios de alginato/HA. c) ilustracion de sintesis de
entrecruzamiento/in situ de andamios de alginato/HA.
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Ref-Alginate H-Alginate 2

Day 1

Day 7

Figura 7 Micrografias de cultivos de osteoblastos de rata vistas con MEB en (a) Alginato y
(b) andamio entrecruzado in situ de alginato con HA por 7 dia. Las flechas blancas indican
células mejor adheridas que aquellas en el andamio de alginato solamente. La imagen
magnificada del andamio de alginato/HA muestran multiples filopodios (proyecciones

citoplasmaticas) conectadas a la superficie en el dia 7 post siembra celular.?

Propiedades que debe tener el andamio

Los andamios son comunmente reabsorbibles y previstos para reabsorberse a un

ritmo similar al de nueva formacién de hueso.3

El andamio debe promover adhesién, proliferacién y diferenciacion celular, y debe
ser biocompatible y biodegradable, y tener suficiente porosidad y resistencia
mecanica para proporcionar soporte estructural.'®

En este abordaje, injertos biocompatibles, porosos y tridimensionales son
esenciales para imitar el microambiente nativo del tejido éseo, dandole soporte

estructural y, al mismo tiempo, permitiendo transporte de nutrientes y oxigeno a las
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células en crecimiento. Los injertos biomiméticos deben tener propiedades
biofisicas adecuadas para promover y guiar la adhesién celular, migracion,
proliferacion y depdsito de matriz extracelular (MEC) en tres dimensiones.®

Polimeros biodegradables. Después de la implantacién, los polimeros
biodegradables lentamente se degradan y luego se disuelven. Esta caracteristica
puede ser importante para muchas aplicaciones en ingenieria de tejidos, ya que el
polimero desaparecera conforme el tejido funcional se regenere. Por esta razon,
interacciones de celulas con una variedad de polimeros biodegradables han sido
estudiados. Polimeros biodegradables podrian proporcionar un nivel adicional de
control sobre las interacciones celulares: durante la degradacion del polimero, la
superficie del polimero es constantemente renovada, proporcionando un sustrato

dindmico para la adhesién y crecimiento celular.?

Andamios de alginato

Los alginatos son bloques lineales de co-polimeros no ramificados. Su origen natural
y proceso simple de extraccion de biomasa de alga marina café, asociada con sus
caracteristicas de biocompatibilidad y biodegradacion bajo condiciones fisioldgicas,

hacen al alginato ideal para aplicaciones de bioingenieria de tejidos.®

El biopolimero alginato deriva de algas o es producido por bacterias. Desde su
descubrimiento de 1881, ha sido altamente aplicado en la industria farmacéutica y
de comida. Hidrogeles hechos de alginato son hidrofilicos, biocompatiblesy no

inmunogénicos.

El alginato, un polimero aniénico usualmente derivado de algas marinas, es
hidrofilico, biodegradable, biocompatible y no antigénico, y ha sido aplicado
extensamente a la ingenieria de tejido de cartilago, promoviendo diferenciacion
celular y produccién de matriz extracelular (MEC). El alginato puede formar
uniones/cadenas estables con otros polimeros por medio de cationes divalentes,

como el calcio (Ca2+).18

21



Sus propiedades fisico-quimicas como viscosidad y rigidez son faciimente
controlables y por lo tanto lo hacen un candidato atractivo para la ingenieria de

tejidos.??

Adhesion celular

Estos experimentos claramente demuestran, sin embargo, que la naturaleza de la
superficie de un polimero tendrd consecuencias importantes para la funcion celular,
una observacion de significancia considerable en cuanto al uso de polimeros en la

ingenieria de tejidos.

La textura a microescala del material implantado puede tener un efecto significativo
en el comportamiento de las células en la regién implantada (figura 4). El
comportamiento de las celulas cultivadas en superficies con orillas, ranuras, u otras
texturas es diferente al del comportamiento en superficies lisas. En muchos casos,
las células se orientaron y migrarén a lo largo de fibras o surcos en la superficie, un
fenébmeno llamado contacto guiado (contact guidance). La estructura a microescala
de una superficie tiene un efecto significativo en la migracion celular, por lo menos

para la migracion de neutréfilos humanos.

e Adhesion celular, dispersion, migracion, y funcién en un sustrato dependen

de la naturaleza quimica, fisica y mecanica del sustrato.!

Los andamios son esenciales para la ingenieria de tejidos por su ambiente
biomimético para la adhesion celular y apropiado soporte mecanico para el
crecimiento interno celular. En adicion, estos biomateriales también pueden ser

aplicados para liberaciéon controlada de sustancias.??

Ya que el crecimiento y funcion de muchas celulas derivadas de tejido requieren
adhesion y migracion en un sustrato solido, los eventos que rodean la adhesion
celular son fundamentalmente importantes. En adicion, la fuerza de la adhesién

celular es una determinante importante en el ritmo de migracion celular, la cinética
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de agregacion celula-celula, y la magnitud de barreras tisulares para el transporte
célular y molécular. Por lo tanto, de adhesion celular es una consideracion mayor
en el desarrollo de métodos y materiales para el suministro de células, ingenieria

tisular, y regeneracion tisular.

La mayoria de las células derivadas de tejidos requieren adherencia a superficies
sélidas para viabilidad y crecimiento. Por esta razon, los eventos iniciales que
ocurren cuando una célula contacta una superficie son de interés fundamental. En
ingenieria de tejidos, la adhesion celular a una superficie es critica por que la
adhesién antecede otros eventos como la dispersén, migracion y, con frecuencia,
funcion celular diferenciada. Un nimero de técnicas para cuantificar la magnitud y
fuerza de la adhesion celular han sido desarrolladas. Muchas técnicas son
utilizadas, lo cual dificulta la comparacion de estudios realizados por diferentes
investigadores. La situacion se complica mas por el hecho de que la adhesién
celular depende de un gran nimero de pardmetros experimentales, muchos de los

cuales son dificiles de controlar.t

El mecanismo mas estable y versatil para la adhesién celular involucra la asociacion
especifica de glicoproteinas de la superficie celular, llamados receptores, y
moleculas complementarias en el espacio extracelular, llamados ligandos. Los
ligandos pueden existir liboremente en el espacio extracelular, pueden estar
asociados con la matriz extracelular, o adheridos a la superficie de otra célula. La
adhesién célula-céula puede ocurrir por union homofilica de receptores idénticos en
diferentes células, por unién heterofilica de un receptor a un ligando expresado en
la superficie de una célula diferente, o por asociacion de dos receptores con un
enlazador intermediario. La adhesion célula-matriz usualmente ocurre por unién
heterofilica de un receptor a un ligando adherido a un elemento insoluble de la

matriz extracelular.?
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Proliferaciéon celular

El crecimiento celular ocurre continuamente durante la vida adulta en algunos
tejidos como la medula 6sea, piel e intestino. Otros tejidos tienen la capacidad de

regenerar masa cellular perdida por medio de proliferacion celular.!

Las sefiales que controlan los ritmos de proliferacion celular en el cuerpo son
completamente comprendidas, aunque la regulacién de la proliferacion por medio
de factores de crecimiento es sin duda importante. Otros mecanismos para el control
de la proliferacion celular (como inhibicidn por contacto o limitacion nutricional) han
sido sugeridos por experimentos en células que han sido removidas de tejidos y

mantenidas en cultivo.!

Células que son cultivadas fuera del cuerpo se dividen y proliferan, pero solo bajo
las condiciones adecuadas. Extrafiamente, la facilidad con la que las células pueden
crecer in vitro no siempre coincide con su potencial proliferativo en el tejido. Nuestra
habilidad de controlar la replicacion y proliferacion celular es esencial para
desarrollar nuestras habilidades en la ingenieria de tejidos.*

Poblaciones celulares que son concebidas y expandidas in vitro pueden
potencialmente ser trasplantadas para producir una proteina que es continuamente
liberada en el cuerpo. La cantidad celular aumenta a una densidad méxima y

disminuye con el agotamiento de un nutriente limitado (como la glucosa).*

La mayoria de células tiene requerimientos complejos del medio: una variedad de
diferentes vitaminas, amino &cidos esenciales, glucosa, y sales deben estar

presentes en el medio de cultico para que las células puedan sobrevivir y proliferar.*

En particular, la porosidad y tamafio del poro son factores importantes, ya que la

interconexién de los poros permite la migracion y proliferacion celular. °
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2.2.3 Biomoléculas

La célula responde al medioambiente extracelular detectando senales quimicas o
estimulos fisicos que desencadenan la apropiada respuesta de las mismas
mediante la activacion de distintos mecanismos moleculares y biolégicos que
conducen a division, migracion, diferenciacion, mantenimiento del fenotipo o
apoptosis. La actividad coordinada de estos procesos por parte de la las células que
forman un tejido conducen a la definicién estructural y funcional de un tejido en un

momento temporal determinado.

La mayor parte de la informacién que sobre sefales moleculares se utiliza hoy en
Ingenieria Tisular procede de estudios realizados con poblaciones aisladas en
cultivos sobre las que se han aplicado distintos factores solubles. Se trata de los
denominados factores de crecimiento.La participacion de estas substancias en la
construccion de nuevos tejidos es fundamental pues contribuyen a su crecimiento y

desarrollo al igual que ocurre en condiciones ortotipicas.?

Mucho se necesita investigar aiin en cuanto al papel que juegan los factores de
crecimiento y las citoquinas en los tejidos normales y los tejidos remodelados. Lo
mas importante hasta el momento es que estas moléculas juegan un importante rol
en el proceso normal que transcurre desde la lesidn o dafio hasta la reparacion de

los tejidos.*

2.2 TEJIDO OSEO

El hueso es un organo dinamico y complejo, que abarca una variedad de tejidos
como tejido 6seo mineralizado, cartilago, endostio, periostio, médula, nervios y

vasos sanguineos.?* Fig. 8
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Figura 8 Diagrama de un blogue de hueso compacto extraido de la diafisis de un hueso

largo.?®

La MEC del hueso es en esencia un material compuesto por apatita carbonatada
(~69% de la MEC), principalmente cristales de hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)z2),
atrapadas en una matriz organica (~22% de la MEC) principalmente colageno tipo
I, y agua (~9% de la MEC).26:27

El esqueleto craneofacial emerge de la osificacién intramembranosa, mientras que
los huesos largos de osificacion endocondral. Los huesos del esqueleto craneofacial
estdn compuestos por una cortical y una region interna trabecular. La cortical esta

compuesta de capas laminares concéntricas de alrededor de 5um de grosor,
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mientras que la red trabecular que se encuentra dentro esta hecha de trabéculas de
alrededor 150um de diametro y poros de alrededor 500um de didmetro. La
ultraestructura trabecular se asemeja a la de las osteonas; compuesto de laminas
conceéntricas, pero sin los canales centrales de Havers que se encuentran en hueso
cortical. Se piensa que la microarquitectura es resultado de un mecanismo en el que
hojas laminares son depositadas secuencialmente durante un tiempo.3 Fig. 9,10 y
11.

Osteona

Osteocito . 4 Laminilla 7 7 /74 Laminilla w2
4 intersticial A concéntrica

Osteocito Osteoclasto,
a 0% == wel % b Conducto
onduc
HUESO INMADURO HUESO COMPACTO o resorcion ~ HUESO ESPONJOSO

MADURO MADURO

Figura 9 Diagrama de hueso inmaduro, maduro y esponjoso. a. Los huesos (entretejido)
inmaduros no tienen un aspecto laminar organizado debido a la disposicion de entrelazado
de las fibras colagenas. Las células tienden a distribuirse al azar. b. Las células del hueso
compacto maduro se disponen siguiendo una forma circular que refleja la estructura laminar
del sistema de Havers. c. El hueso compacto maduro representa una malla de cordones
(espiculas de anastomosis delgadas de tejido 6seo). Los espacios dentro de la malla son

continuos y, en un hueso vivo, estan ocupados por la médula 6sea.?®
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Osteons

Figura 10 Estructuras de hueso cortical observadas con MEB. Hueso laminar de un hueso

largo de rata (izquierda) y osteonas (derecha).?®

Figura 11 Modelos de hueso trabecular (espécimen de la cabeza de un femoral)
creados con técnicas de elemento micro-fino a una resolucién voxel de 84 pum

(izquierda) and 168 um (derecha).?®

Funcién

El papel principal del complejo 6seo es proporcional es soporte mecanico necesario,
movimiento y proteccion, junto con otros roles que van desde produccion sanguinea,
a almacén de materiales minerales, regulacién de pH, y alojamiento de multiple

células progenitoras.?®
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Necesidad de crear sustitutos de hueso

El hueso es un tejido altamente vascularizado y dindmico con una reabsorcion Unica
y capacidad reformacional que permite a la mayoria de las lesiones 0seas repararse

sin complicaciones.®

Sin embargo, la constante tasa de crecimiento de desordenes ortopédicos causados
por retrasos o problemas de consolidacion en el proceso de recuperacion esta
convirtiéndose en un problema publico critico, incluyendo una carga financiera en el
sector salud.>® Algunas de las causas de estos desordenes son: defectos y
deformidades de la regién craneofacial surgen de enfermedades dentales, trauma,
envejecimiento, cancer y malformaciones congénitas.® El actual estandar de oro
para la reparacion de defectos 6seos grandes o desafiantes es el uso de injertos de
hueso autélogo o aloinjerto; sin embargo, este abordaje sufre de diversas
limitaciones criticas incluyendo volumen de hueso insuficiente para recoleccion,
morbilidad del sitio donante, y mayor riesgo de complicaciones debido a la cirugia

adicional.®

El tratamiento convencional actual para trauma 6seo es el reemplazar completa o
parcialmente el area afectada con injerto de tejido, o con prétesis artificiales para
restaurar funciones cerca de lo normal. La actual vanguardia de la colocacion de
implantes protésicos fracasa en satisfacer los requerimientos estructurales y
funcionales que los convertiria en soluciones permanentes. Como resultado, miles
de pacientes se someten a subsecuentes cirugias dolorosas y costosas para
reemplazo de implantes o reajustes.® Soluciones con injerto de tejido o a base de
células han demostrado mejorar la calidad de vida de pacientes, pero son limitados
en cuanto a tamafo y forma anatémica del defecto, asi como la disponibilidad de
tejido donador sano y morbilidad del sitio donador. Hay una necesidad urgente de
estrategias mas exitosas de reconstruccién de hueso que toman en consideracion,
factores bioguimicos, morfolégicos y anatomicos. Una estrategia se enfoca en la

manufactura de sustitutos de hueso biocompatibles/bioreabsorbibles con
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arquitectura externa e interna compleja, y sefales bioquimicas apropiadas que
puedan mejorar o reemplazar el area afectada, gradualmente madurar, e integrarse
impecablemente con el tejido nativo.® El sustituto de hueso serviria de molde
biocompatible que estimularia la migracion celular, proliferacion y diferenciacion,
actuando idealmente como un soporte temporal poroso bioreabsorbible hasta que
se regenere la matriz 6sea.®® Una gran cantidad de trabajo ha sido realizado en
investigacibn de materiales y manufactura de metodologias en esta érea,
especificamente en la construccion de sustitutos de hueso para aplicaciones de
soporte de carga; sin embargo, todavia existe una brecha en el entendimiento de la
relacion entre la morfologia del andamio (tamafio del poro, forma, e
interconectividad), interacciones bioquimicas transitorias y propiedades

mecéanicas.30:31

Existen desventajas obvias-el tejido autélogo 6seo tiene un suministro limitado y
morbilidad del sitio donante es inevitable. Es alin mas evidente que los segmentos
de hueso autélogo no coinciden bien con la geometria compleja encontrada en el
esqueleto craneofacial; debido a esto, el hueso reconstruido utilizando éste método

resulta con apariencia visible deformada.®

Requerimientos del sustituto de hueso

La nueva generacion de injerto de hueso autélogo comenzando con células
troncales es una de las estrategias mas prometedoras de ingenieria de tejido éseo,

el cual reduce el riesgo de reacciones adversas.®

Debido a la naturaleza compleja del hueso como sistema bioldgico, en el contexto
de fabricacién de implantes sustitutos de hueso, el enfoque es generalmente el
entender la composicion estructural y bioquimica de la matriz extracelular (MEC) del
hueso, asi como la interaccién de la MEC con las células y el entorno en el que

residen.26
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Dificultades en alcanzar un sustituto ideal de hueso

Manufacturar sustitutos de hueso optimos desde un punto de vista bioquimico,
estructural, y con propiedades mecanicas es altamente complejo debido a una serie
de factores. Desde una perpectiva arquitectonica, el sustituto de hueso soporta
funciones mecanicas y bioldgicas,que pueden estar en conflicto.3! Por ejemplo, para
incrementar las propiedades de capacidad de carga del material, un material mas
denso es necesario, lo cual entra en conflicto con el requerimiento de tener una
matriz altamente porosa para estimular el crecimiento del hueso y permiabilidad del
fluido.® Lo que generalmente es definido como una optimizacién de las propiedades
del andamio es modificar un solo pardmetro con impacto minimo a como las
propiedades del otro andamio son modificadas. Asimismo, caracterizacion,
digitalizacion, y confeccion de la arquitectura de los andamios son tareas dificiles.
Usando métodos de caracterizacidon para revelar porosidad en la superficie, tamafio
del poro, forma del poro, interconectividad, y volumen de porosidad en tejidos 0seos,
y ademas traducir esa informacion en formato digital que pueda ser interpretado en

métodos de fabricacion de forma continua y especifica puede ser un desafio.?

En cuanto al material, las dificultades se presentan en el disefio de estructuras que
sean bioreabsorbibles in vivo a un ritmo apropiado igualando el de la remodelacién
O0sea. ElI camino de la biodegradacion tendra un efecto en las propiedades
mecanicas, estucturales y bioquimicas de el andamio, y necesita ser totalmente
comprendido. Algunos de los parametros que pueden afectar el ritmo de
degradacion es el tamafio del poro, interconectividad de los poros, permiabilidad,
forma del andamio, y volumen, asi como sitio de implantacién. Ademas, la respuesta
a largo plazo del tejido nativo a la degradacion de productos también debe ser
considerada. 302 Agregando a la dificultad de producir un implante ideal, las
propiedades generales de bioquimicas, estructurales, y mecanicas del sustituto de
hueso deberian coincidir las necesidades especificas del paciente, como lo son
edad, género, estado de salud, metabolismo, sitio de implantacién, y condiciones

de carga.®®
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Desde un punto de vista composicional(estructural), el sustituto de matriz del hueso
debe ser al menos biocompatible con la MEC, el ambiente celular y quimico,
osteoconductivo para fomentar el crecimiento hacia en interior a partir de tejido
adyacente sano, asi como no toxico, no mutdgeno, no carcinogénico y no
teratogénico. Idealmente el material debe ser osteoconductivo para promover

formacion de nuevo hueso en el sitio.3

Las fuerzas mayores que actuan en el esqueleto craneofacial resultan de la
masticacion y son inducidos por la accién de cuatro musculos- pterigoideos medial
y lateral, temporal y masetero- insertdndose en lugares especificos en la
mandibula.®? La forma de estos huesos y las conexiones entre ellos afectan
bastante en la forma en que distribuyen el estrés mecénico. Por lo tanto, para la
funcion adecuada del esqueleto craneofacial, es crucial que los andamios utilizados
como injertos craneofaciales recapitulen las geometrias nativas del hueso. En
consecuencia, injertos ajenos dificilmente pueden transducir las fuerzas
apropiadamente a través de el crdneo. A parte de afectar la mecanica del
movimiento mandibular, ambientes mecanicos alterados afectan el comportamiento
celular, ya que los osteocitos que componen la mayoria del hueso son altamente
sensibles a su ambiente mecanico.®® Andamios que recapitulan las geometrias
anatoémicas apropiadas también ayudaran a proporcionar ambientes adecuados

para las células en los tejidos.3

Generalmente, los andamios en ingenieria de tejidos para la regeneracion de hueso
imitan la porosidad heredada del hueso trabecular. Impresoras modernas pueden
lograr tamafos de porosidad muy finamente controlados, imitando el diametro de

500um de los poros encontrados en el hueso trabecular.®

Usualmente, la macroporosidad interconectada deberia ser de >5um3?7, con una
orientacion especifica que coincida con las condiciones de estrés de carga y

mecanismos de transporte de fluido y nutrientes.3° También, lo que es definido como
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microporosidad, con un diametro que va de entre 0.1-10um ha mostrado un efecto
en la reaccion biologica de los andamios, de este modo los poros a esta escala
deben ser caracterizados e integrados al disefio final.?” Desde una postura
estructurales también necesario implementar un gradiente en la porosidad y
propiedades mecanicas, desde una configuracion densa externa igualando las
caracteristicas del hueso esponjoso. Metodologias de fabricacion que puedan
incorporar la interpretacion e implementacion de informacion digital a escalas de
micro y macro porosidad son de interés.3*

Otro problema realcionado a la manufactura de arquitectura apropiada del sustituto
de hueso yase en el desarrollo de estrategias de disefio de un software de
interpretacion que puedan convertir la morfologia estructural de porosidad y
propiedades mecanicas deseadas del hueso a ser restaurado.?

Ingenieria de tejidos en hueso

Estrategias basadas en bioingenieria de tejidos tienen el potencial de aumentar
métodos tradicionales regenerativos que utilizan tejidos trasplantados y materiales
sustitutos de hueso. Algunas consideraciones clave en el desarrollo de estrategias
de ingenieria de tejidos para tejido craneofacial/dental son las siguientes: (1) hay
células troncales que puedan ser utilizadas; (2) Las demandas estéticas pueden ser
cumplidas(alcanzadas); (3) Pueden las construcciones de ingenieria de tejidos ser
utilizadas como parte de una estrategia combinada/mixta; (4) Pueden las demandas
de vascularizacion ser alcanzadas; y (5) El alto riesgo de infeccion en las cavidades
orales y nasales pueden ser manejadas. Estrategias de ingenieria de tejidos
craneofaciales seran probablemente requeridas para regenerar mas de un fenotipo
de tejido al mismo tiempo.3

Estrategias basadas en ingenieria de tejido 6éseo para la regeneracion de tejido
craneofacial/dental pueden ser divididas ampliamente en tres categorias principales
basadas en el andamio, componente celular o factor de crecimiento que juega un
papel importante en el fendbmeno de regeneracion esperada. El biorreactor del

precultivo o funcionalidad de la superficie de estos implantes también puede ser
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usado para limitar la adhesion celular a un tipo especifico de células y para ayudar
a esas células a jugar un papel después de la implantacion teniendo asi un tejido
funcional (ejemplo, produciendo matriz extracelular) o prevascularizando el tejido

mediante la cocultura de células endoteliales.3°
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.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pérdida de tejidos y con eso el probable deterioro (parcial o total) de un érgano,
o0 bien de un aparato; se ha constituido como unos de los problemas més frecuentes
y de mayor impacto social, laboral y econémico para cualquier sociedad, asi como
para su sistema de salud. Conforme al estilo de vida del ser humano ha ido
evolucionando, van sucediendo cambios en el campo de la salud comunitaria, que
han causado, entre otras situaciones, que las enfermedades cronico-degenerativas,
asi como cualquier otro padecimiento ligado al envejecimiento poblacional, se

incrementen en frecuencia y prevalencia, constantemente.

La reconstruccién de grandes defectos 6seos sigue siendo un problema en la
practica clinica ortopédica y craneofacial, es por esto que la investigacién en
ingenieria de tejido 6seo se centra en el desarrollo de alternativas a los injertos de

hueso autélogo y alogénico que puede estimular la regeneracion de hueso.

Los autoinjertos son limitados en el suministro y se asocian con morbilidad del sitio
donante, mientras que otros materiales muestran escasa integraciéon con el propio
hueso del huésped. La falta de integracion es causa de la ausencia de periostio,
que es la capa externa del hueso que contiene las células osteoprogenitoreas y es
indispensable para el crecimiento y la remodelacion del tejido éseo.
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IV. JUSTIFICACION

Existen en la actualidad avances que son de gran utilidad, pero todavia hay un
camino largo que recorrer con respecto a la investigacion en la ingenieria de tejidos,
con el fin de que esta terapia sea confiable y se aplique en la clinica.

En el ambito de la combinacion de células, materiales y procesos biotecnolégicos,
terapedltica extiende sus brazos, no solo para la reparacion tisular y organica, sino,
también, para la génesis de estructuras dentales, orales y craneofaciales que se
hayan perdido, parcial o totalmente, debido a factores etiologicos relacionados con
anomalias genéticas, traumatismos y enfermedades diversas. Debido a que,
practicamente todas las estructuras craneofaciales provienen de células
mesenquimatosas es que, su regeneracion y reparacion es posible a través de esta

forma de bioingenieria.

Para la resolucion de defectos 0seos que, con relativa frecuencia pueden
presentarse en alguna de las estructuras craneofaciales, se han intentado diversas
opciones vy, sin duda alguna el injerto 6éseo ha sido el tratamiento estandar de oro
para la reparacion de dichos defectos, sin embargo, debido a la morbilidad asociada
al sitio donador, se requiere contar con otras alternativas para sustitucion 6sea. En
los dltimos afios se han desarrollado, diversas técnicas y materiales para atender
este tipo de necesidad, aunque algunas de ellas, poseen la limitante generada a
partir de las propiedades osteoinductivas de dichas técnicas y materiales lo que

hace que no sea posible considerarlas como las ideales y/o deseables.

En la busqueda de opciones terapéuticas osteoinductoras y tisulo-reparativas
requeridas para la resolucion de casos, gracias a la investigacion en este tema, asi
como el avance cientifico y tecnolégico, es que, el horizonte se ha ido ampliando, y
ha proporcionado el nacimiento de la ingenieria de tejidos; disciplina que inicia con
la investigacion de células troncales, como mecanismo propio del cuerpo humano,

para reparar tejidos, como el hueso.
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Aunque falta mucho por investigar, se sabe que los estudios obtenidos hasta la
fecha son prometedores, pero antes de que la ingenieria tisular se implemente en
la practica clinica, es necesario seguir investigando, sobre todo en los andamios
gue son los puntos activos en el proceso de regeneracion de los tejidos y no solo
como hasta hoy, un operador celular de una serie de tejidos, pero que se han

realizado Unicamente en estudios (in vitro).

Conforme vamos utilizando enfoques de ingenieria de tejidos para aprender mas
sobre el comportameinto celular y fisiologia, también estamos incrementando las

erramientas que estan disponibles para mejorar la practica médica y quirargica.!

37



V. HIPOTESIS

Los andamios de alginato promueven la adhesion y proliferacion de células

troncales mesenquimales derivadas de la pulpa dental

VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general
Evaluar la respuesta de células troncales mesenquimales derivadas de la pulpa

dental en andamios de alginato elaborados a base de cloruro de calcio

6.2 Objetivos especificos

Analisar la estructura superficial del andamio de alginato.

Evaluar la respuesta celular de un andamio de alginato tomando en consideracion
la adhesién y proliferacion que las células presenten.

Comparar si las diferentes concentraciones de hidroxiapatita en los andamios tienen

una repercusion en respuesta celular (adhesion y proliferacion).
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VIl. MATERIAL Y METODO

7.1 Recursos

7.1.1 Humanos
Dra. Janeth Serrano Bello (directora de tesina)
Jazmin Reyes Richards (estudiante)

Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez (asesor en cultivo celular)

7.1.2 Materiales

Equipo:

Campana de flujo laminar

Incubadora de CO2

Microscopio éptico

Microscopio Electronico de Barrido

Lector de microplacas de ELISA — Chromate 4300
Micropipetas de de 0.1-1mL y 20-200uL

Insumos:

Guantes

Cubre bocas

Batas

MTT

Cajas petri para cultivo celular

Placas para cultivo celular de 96 pozos
Jabon quirdrgico

Toallas desinfectantes

Tubos de eppendorf

Medio de cultivo Corning® 500 mL MEM (minimun essential medium) Alpha Medium

Infraestructura:
Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos DEPel, UNAM
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Instituto de Fisica, UNAM

7.1.3 Financieros
DGAPA-UNAM-PAPIIT IA205818 Responsable Dra. Janeth Serrano Bello

7.2  Sintesis del andamio de alginato y alginato/hidroxiapatita

Para sintetizar los andamios se partié de una solucion al 2% (peso/volumen) de
alginato de sodio (SIGMA-ALDRICH, CAS: 9005-38-3) en 100 ml de agua
bidestilada previamente filtrada con una membrana a 0.22um y esterilizada.
Posteriormente, para generar los andamios de alginato de sodio con los diferentes
porcentajes de la nanoceramica de hidroxiapatita (nHA, SIGMA-ALDRICH, 677418:
<200 nm particle size by BET), a la solucion de 2% se agregaron las nanoparticulas
de HA a un porcentaje de 30, 40, y 50 % (peso/volumen) y se dispersaron por
sonicacion durante 3 h, la soluciébn composite resultante se agité durante 24h a
temperatura ambiente. Finalmente, la solucion de alginato de sodio (control), y las
soluciones composites (ALG/HA) se transfirieron a tubos de PVC con un diametro
de 10 mm y un largo de 270 mm congelandolas a -80°C durante 48 h, al término de
la congelacion se transfirieron a un liofilizador para formar los andamios macro

poOrosaos.

Para su utilizacion en los estudios biolégicos dichos andamios, se esterilizaron con
25 KGy de radiaciébn gamma y posteriormente se incubaron con una solucion de 2
mM de CaCl2 a temperatura ambiente durante 7 dias para garantizar el
entrecruzamiento de cada uno de ellos. Finalmente se lavaron con agua bidestilada
y se secaron bajo campana de flujo laminar con exposicion a luz UV por 15 min
(figura 12).
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IFUNAM X1, BBE 18mm IFUMAM

Figura 12 Superficie de los andamios de alginato antes (izquierda) y después (derecha) del

entrecruzamiento con CacCl2, observados con MEB. FP-

7.3 Caracterizacion celular del andamio respuesta celular

Para investigar el efecto osteoconductor y/o osteoinductor de los andamios de
ALG/HA se realizaron ensayos de proliferacion y adhesion celular, utilizando
cultivos celulares en el 2do y 5to pasaje de células troncales mesenquimales
derivadas de pulpa dental, las cuales se mantuvieron a una temperatura de 37°C y
en una atmésfera de 95% de aire y 5% de CO2, en un ambiente con 100% de

humedad.

Previo a la colocacion de las células en los andamios para la realizacién de los

ensayos, se realizaron los procedimientos explicados en la tabla 1.
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Tabla 1 Serie de pasos realizados para la colocacion de las células troncales
mesenquimales derivadas de la pulpa dental en los andamios. 7P

Células troncales mesenquimales
derivadas de la pulpa dental
observadas con microscopio éptico en
la caja de cultivo antes de la realizacion
del procedimiento.

Medio de cultivo, tripsina y PBS (de
izquierda a derecha).

Los cultivos celulares se lavaron con
PBS estéril y se incubaron en una

solucién de tripsina durante 10 minutos.

Una vez disociadas las células, se
recogieron en un frasco estéril, se
neutralizé la tripsina con medio de
cultivo y recogimos las células
mediante centrifugacion a 5000 rpm
durante 5 minutos. La presencia de
abundantes proteinas séricas en el

medio es capaz de inactivar la accién

proteolitica de la tripsina.

continuacion...

42



...continuacion de serie de pasos realizados para la colocacion de las células
troncales mesenquimales derivadas de la pulpa dental en los andamios.

Posteriormente el pellet celular se
despegol y se re suspendié en 1mL de
medio.

Se agitd cuidadosamente para

homogeneizar las células con el medio.

Para realizar el conteo celular se utilizo
la camara de Neubauer.

Se determin6 que se utilizarian
alrededor de 5000 células para cada
pozo/andamio lo cual equivalia a 8uL

por experimento.

Se utilizaron cajas de cultivo de 96
pozos para los ensayos, donde se
colocaron los andamios y se le agrego
medio de cultivo. Se mantuvieron a una
temperatura de 37°C y en una
atmosfera de 95% de aire y 5% de CO2,
en un ambiente con 100% de humedad.

7.3.1 Ensayo de adhesion

Los andamios se incubaron durante 4 y 24 horas para determinar la influencia de
las diferentes concentraciones de la hidroxiapatita en los andamios de ALG/HA
(30%,40% y 50%), asi como en los cultivos control ALG sobre la adhesion celular.
Pasado el tiempo, se obtuvieron medidas de absorbancia en un espectrofotémetro

usando una longitud de onda de 450 nm.
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A continuacion, en la tabla 2 se describen y esquematizan los pasos realizados en

ensayo de adhesion celular:

Tabla 2 Pasos realizados para el ensayo de adhesion celular. F-P-

En un tubo de eppendorf se
homogeneizaron 1400uL de medio de
cultivo y 140uL de WST-1 con ayuda de
micropipeta de 0.1-1mL.

Eliminamos medio de cultivo de cada
pozo y por cada grupo (fila horizontal de
tres pozos) cambiamos punta de

micropipeta por una nueva.

Se le agreg6 la solucién previamente
mencionada (110ulL) a cada pozo con
micropipeta de 20-200uL y se metio a
incubadora a una temperatura de 37°C
y en una atmdsfera de 95% de aire y 5%
de CO2, en un ambiente con 100% de

humedad.

continuacion...
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...continuacién de pasos realizados para el ensayo de adhesién celular.

Después de los tiempos deseados (4 y
24 hrs.) respectivamente, se translado
todo el medio a una caja nueva de 96
pozos y se midid6 el colorante

incorporado a las células adheridas por

medio de un espectrofotdmetro/lector
de placas de ELISA a una longitud de
onda (1) de 450 nm.

Con los resultados obtenidos se obtuvo
el promedio y desviacion estandar en
Excel y posteriormente se graficaron en

programa Prism 6.

7.3.2 Ensayo de proliferacion

Para determinar la influencia de las diferentes concentraciones de hidroxiapatita en
los andamios de ALG/HA sobre la proliferacion celular, se utilizara el ensayo de Cell
Counting Kit 8 (SIGMA-ALDRICH) tanto en los cultivos control ALG como
experimentales ALG/HA (30%,40% y 50%), el cual es un ensayo no destructivo que
permite mantener la integridad de los andamios hasta el fin del periodo de cultivo
celular. Los andamios de ALG/AH seran incubados durante 2, 4, 6 y 8 dias, en cada
periodo experimental seran lavados con PBS y posteriormente se incubardn con
medio completo con 10uL de la solucion CCK-8 dejandose incubar durante 1 h.
Pasado el tiempo, se obtendran medidas de absorbancia en un espectrofotometro
usando una longitud de onda de 450 nm.

A continuacion, se presenta en la tabla 3 cada paso del ensayo de proliferacion

celular:
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Tabla 3 Pasos realizados para el ensayo de proliferacion celular. 72

‘ En tubo de  ependorf  se
homogeneizaron 1400uL de medio de
cultivo y 140uL de WST-1 con ayuda de
micropipeta de 0.1-1mL.

Eliminamos medio de cultivo de cada
pozo y por cada grupo (fila horizontal de
tres pozos) cambiamos punta de

micropipeta por una nueva.

Enjuagamos con 200uL de PBS en
cada pozo para eliminar las proteinas
gue quedan del medio de cultivo. Se

retir6 inmediatamente después.

Se le agrega la soluciéon previamente
mencionada (110ulL) a cada pozo con
micropipeta de 20-200uL y se meti6 a
incubadora a una temperatura de 37°C
y en una atmosfera de 95% de aire y 5%
de CO2, en un ambiente con 100% de

humedad.

continuacion...



...continuacion de pasos realizados para el ensayo de proliferacion celular.

Después de los tiempos deseados (2, 4,
6 y 8 dias) respectivamente, se
transladé todo el medio a una caja

nueva de 96 pozos y se midio el

colorante incorporado a las células

adheridas por medio de un
espectrofotometro/lector de placas de
ELISA a una longitud de onda (A) de
450 nm.

Con los resultados obtenidos se obtuvo
el promedio y desviacion estandar y
posteriormente se graficaron en

programa Prism 6.
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VIll.  RESULTADOS

Una vez finalizada la sintesis del andamio de alginato y alginato/hidroxiapatita se
realizaron fotomicrografias con MEB de los andamios de ALG (muestra control) y
ALG/HA (a concentraciones de 30, 40 y 50%). Como se puede apreciar en la (figura
13), los andamios de ALG tienen una textura superficial bastante homogénea y de
aspecto liso, en comparacién con los que contienen diferentes porcentajes de la
nanoceramica de hidroxiapatita, en los que se aprecia que entre mayor la
concentracion de HA, mayor es también la topografia superficial de los andamios.
Es considerable la diferencia que se presenta en la superficie del andamio con
concentracion del 30% a aquella del 50% de HA, la cual esta casi completamente
saturada de micro texturas. En la figura 14 que es una vista lateral del andamio se

determina lo mismo que en la superficie.

Al realizar el entrecruzamiento de los andamios de ALG e HA con CaCl2 se observo
en las micrografias de MEB un cambio considerable en la topografia de los
andamios, especificamente en el andamio control (ALG) ya que éste poseia un
aspecto bastante liso previo al entrecruzamiento. Se aprecian como
microestructuras esféricas a menor escala de gris sobre la superficie del andamio
(Figura 15y 16), siendo claramente mas visibles en la amplificacion de X2,000. Esta
condicibn nos lleva consecuentemente a tomar la desicion de realizar una
espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) para conocer con
exactitud si la composicion de estas microestructuras tenian relacion con el CaClz,
y asi fue, en los resultados que obtuvimos (Grafica 1) el elemento mas destacado
es el Ca, y le siguen algunos otros como carbono, oxigeno y oro; éste ultimo por
ejemplo, forma parte de su composicién para mejorar la conductividad eléctrica del
andamio.! No se colocd de igual manera como con el andamio de ALG, una
micrografia del andamio de ALG/HA después del entrecruzamiento con CacCl2
debido a que no se observaba un cambio significativo en la superficie, esto a raiz
de que ya poseia una considerable saturacién en cuanto a textura gracias a las

particulas de nanoceramica de hidroxiapatita.
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Figura 13 Micrografia de MEB de la superficie de andamios a diferentes
concentraciones de HA. Sin concentracion alguna de HA (ALG), con 30, 40

y 50% de nanoceramica de hidroxiapatita. =P
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Figura 14 Micrografia de MEB desde una vista lateral de la superficie de

andamios a diferentes concentraciones de HA. Sin concentracién alguna de
HA (ALG), con 30, 40 y 50% de nanoceramica de hidroxiapatita. =P
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Figura 15 Micrografias de superficie del andamio observado con microscopio electronico
de barrido (MEB) a diferentes amplificaciones, en la cual se pueden distinguir las particulas

de Ca?* como estructuras esféricas con menor escala de gris. F-P-
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Grafica 1 Espectrofotometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) aplicado al

andamio de ALG. F-P:

Adhesién celular

Realizando el analisis de la gréafica 2 podemos deducir que el mayor porcentaje de
adhesiéon se dio dentro de los primeros cuatro dias en los todos los diversos
andamios, incluyendo inclusive el de ALG, y si tomamos en cuenta la desviacion
estandar, podriamos pensar que el andamio con 30% de concentracién de HA fue
ligeramente superior para fomentar la adhesion celular, siguiéndole el de ALG y
40% HA vy finalmente el que figur6 menor adhesiéon durante las primeras cuatro
horas fue el de 50% HA, sin embargo, no hay diferencia estadisticamente
significativa. Por otro lado, observamos que la adhesién celular correspondiente a
las 24 horas resultd demostrar un efecto diferente en los andamios que aquel de las
4 horas. Probablemente esto se debe a que la mayor cantidad de células se
adhirieron al andamio durante las primeras 4 horas (como lo vemos en el andamio
de 30% HA, por ejemplo). En contraste con el andamio de 50% HA que fue el que
menor adherencia tuvo durante las primeras cuatro horas, pero mayor al de los

deméas andamios a las 24 horas.
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Grafica 2 Adhesion celular a los diferentes andamios (ALG(sin HA), 30, 40 y 50% de

concentracion de nanoceramica de hidroxiapatita en andamios de alginato). F-°:

Proliferacion celular

En cuanto a la proliferacion, sin duda podemos descartar que el andamio de ALG
es buen sustrato para promover la proliferacion celular, comparado con los otros
que contienen los diferentes porcentajes de la nanoceramica de hidroxiapatita y esto
lo vemos claramente en la grafica 3. En cuanto a los diferentes porcentajes de HA
los que demostraron ser mejores promotores de proliferacion celular parecen ser el
de 30% y 40% respectivamente, especialmente del sexto al octavo dia percibimos
un aumento considerable en su proliferacion celular, sobrepasando aquél de 50%
HA. Recordando las superficies que cada concentracion de HA nos proporciono,
podriamos decir que se requiere una superficie con topografia superficial intermedia
para promover la proliferacion celular, ni tan lisa como aquella del andamio de ALG

ni con demasiada textura como la que presenta la de 50% HA.
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Gréfica 3 Proliferacion celular en los andamios (ALG(sin HA), 30, 40 y 50%

de

concentracion de nanoceramica de hidroxiapatita en andamios de alginato), en 2, 4,6y 8

dias respectivamente. F->-
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IX. DISCUSION

Respecto a la adhesion celular en la cual no se observa una diferencia
estadisticamente significativa entre los andamios con HA y los que no la contenian,
seria importante definir la calidad de la adhesion de las células al andamio, como lo
han hecho algunos investigadores tal como Taesik Chae?!, quien observé que los
osteoblastos se encontraban adheridos con mayor estabilidad y acercamiento los
unos con los otros en la superficie de los andamios de ALG/HA que en aquellos que
solo contenian alginato. Observé que los osteoblastos se encontraban mas
aplanados, estirados y elongados. Por lo tanto, podriamos valorar la posibilidad de
que si, tal vez se adhirieron en un nimero muy similar de células a todos, pero la
calidad de la adhesion podria presentar diferencias en presencia de HA o incluso

en las diferentes concentraciones que se valoraron en este estudio.

Debido al echo de que la proliferacion celular indicoé dar resultados superiores en
los andamios con nanoceramica de hidroxiapatita, planteamos la hipétesis de que
ésta respuesta celular se debe principalmente a la modificacion quimica de la
superficie por la nanoceramica de HA, al igual que Chae?!, quien observé una

relacion directa entre la respuesta celular y la presencia de HA.

Seria importante completar una investigacion de estas muestras para valorar el
potencial de diferenciacion celular que puede llegar a presentar cada andamio con
las diferentes concentraciones de HA, para tener un panorama mas amplio del

posible éxito o fracaso que podria tener cada uno de ellos sobre la respuesta celular.

Al igual resultaria de suma trascendencia el poder observar la respuesta celular
dentro de un plazo de tiempo mas largo que el que pudimos realizar en este trabajo.
Menciono esto debido a que en estudios similares, hay autores como Valente3® y
Chae?! que refieren haber observado diferencias significativas alrededor del quinto

a séptimo dia respectivamente.
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X. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion se ha evidenciado que la concentracion de
HA tiene un efecto directo sobre la superficie estructural/topografica de los
andamios de alginato, y con esto a su vez un efecto directo sobre la respuesta
celular que cada concentracién puede llegar a tener sobre la respuesta celular.
Ademas se ha logrado determinar que los andamios de alginato con CaCl2
entrecruzados con nanoceramica de hidroxiapatita presentan biocompatibilidad y
demuestran ser mejores para promover la proliferaciéon y adhesion celular que
aquellos que no contienen HA. Recordando las superficies que cada concentracion
de HA nos proporciond, podriamos decir que se requiere una superficie con
topografia superficial intermedia (30 y 40%) para promover la proliferacion y
adhesion celular, ni tan lisa como aquella del andamio de ALG, ni con demasiada
textura como la que presenta la de 50% HA. De los resultados previamente
mencionados se puede concluir que los andamios de alginato/HA pueden ser una
alternativa futura que puede funcionar como sustrato para regeneracion en
ingenieria tisular 6sea craneofacial, aunque por supuesto falta investigacion
complementaria para que eventualmente estos materiales puedan ser utilizados en

la clinica.
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