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RESUMEN

Introduccion: La ingenieria de tejidos tiene el objetivo de inducir regeneracion tisular
funcional a través de la combinacion sinérgica de andamios, células y factores de
crecimiento. Los andamios son estructuras tridimensionales que permiten la
colonizacion de diversos tipos celulares, su proliferacion y diferenciacion; estos deben
permitir la penetracion celular y crear condiciones adecuadas para la formacion de
tejido nuevo. Entre las distintas fuentes de obtencion de andamios, estos se pueden
elaborar a partir de matriz extracelular (MEC), la cual esta constituida por una mezcla
de proteinas que crean poros proporcionando espacio y sostén para la célula.
Objetivo: Determinar si las células troncales mesenquimales de tejido adiposo (MSC-
AD) tienen la capacidad de penetrar hidrogeles de MEC. Materiales y métodos: La
MEC 6sea bovina (MEC OB) y MEC de vejiga urinaria (MEC-VU) se sintetizd6 de
acuerdo a Sawkins en 2013. Los geles se colocaron en placas de 24 pozos con medio
DMEM, y se colocaron 25,000 MSC-AD en la superficie del gel. La penetracién se
evalué mediante cortes histologicos tefiidos con H&E. Resultados: Las MSCs se
adhirieron a la superficie del hidrogel y una parte de las ellas logré penetrar hasta una
profundidad aproximada de 500um en el hidrogel de MEC-VU y 200um en el de MEC-
OB aproximadamente. Ademas, dentro del hidrogel, las células mostraron una
morfologia fibroblastica. Conclusién: Las MSC-AD son capaces de adherirse,

proliferar y penetrar los hidrogeles MEC VU y MEC OB.

Palabras Clave: Células mesenquimales, Matriz extracelular de vejiga urinaria, Matriz

extracelular 6sea bovina, Regeneracion 6sea, Hidrogeles.
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ABSTRACT

Introduction: Tissue engineering emerge with the objective of inducing functional
tissue regeneration through the synergistic combination of scaffolds, cells and growth
factors (GF). Scaffolds are three-dimensional structures that allow the colonization of
various cell types, their proliferation and differentiation. Among the different sources of
scaffolding, these materials can be made from extracellular matrix (ECM), the quality
is constituted by a mixture of proteins that create pores and space controls and support
for the cell. Scaffolds in regeneration are one of the most relevant factors, they must
allow cell penetration and create adequate conditions for the formation of new tissue.
Objective: Determine if mesenchymal stem cells were able to penetrate into
extracellular matrix hydrogels. Materials and Methods: The ECM of Bovine Bone
(ECM-BB) and ECM of Urinary Bladder (ECM-UB) were used according to Sawkins in
2013. The gels were placed in 24-well plates with DMEM culture medium, and 25,000
MSCs were placed on the surface of the hydrogel. Penetration was evaluated by
histological sections stained with H&E. Results: The MSCs adhered to the surface of
the hydrogel and a part of them managed to penetrate to a depth of approximately of
500 ym on MEC-VU and 200 um on MEC-OB. Also within the hydrogel, they exhibited
fibroblastic morphology, characteristic of these cells. Conclusion: MSC-ADs are able

to adhere, proliferate and penetrate the MEC VU and MEC OB hydrogels.

Key Words: Mesenchymal Stem Cells, Urinary Bladder Extracellular Matrix, Bovine

Bone Extracellular Matrix, Bone Regeneration, Hydrogels



INTRODUCCION

Una de las principales demandas de sustitutos biolégicos para la regeneracion tisular
Osea se debe a dafios dados por enfermedades degenerativas, traumatismos,
exposicion a sustancias toxicas, entre otros. Durante los ultimos afios se ha estimado
que el objetivo principal de las investigaciones para la regeneracion de tejidos ha sido
encontrar un material ideal para sustituir el tejido 6seo. A pesar de que el cuerpo
presenta propiedades de reparacion, existen situaciones en las que la gravedad de la
lesion no permite que estas células logren una regeneracion completa. Los médicos
han utilizado y popularizado varios sustitutos de hueso para la reconstruccion de

defectos 6seos (1).

Un aspecto importante de la ingenieria tisular es el desarrollo de biomateriales que
puedan promover procesos regenerativos permitiendo la penetracion, proliferacion y
diferenciacion de las células, asi como proporcionar andamios estructurales que
confieran suficientes propiedades mecéanicas a los tejidos. El biomaterial debe
degradarse a un rango de tiempo comparable al crecimiento de tejido nuevo en el sitio

de implantacion (2).

Hasta el momento, se han producido desarrollos notables en las técnicas de injerto
0seo y materiales de sustitucion ésea que se utilizan para el tratamiento de los defectos
0seos. La matriz 6sea desmineralizada (MOD), fabricada mediante la eliminacién de
células y de minerales del hueso, es un tipo de xenoinjerto 6seo que esta compuesto
de materiales organicos, que incluyen colageno y factores de crecimiento entre los que

destacan la proteinas morfogénicas 6seas (3). Estos materiales son estructuras



tridimensionales bioactivas, biodegradables y biocompatibles, altamente porosas con
propiedades mecanicas apropiadas para la regeneracion de tejido 6seo (4). Estos
materiales pueden ser osteoconductivos, es decir sirven como andamio para el

crecimiento interno de capilares, tejido perivascular y células osteoprogenitoras (5).

Se ha demostrado que las MSCs tienen capacidad de regenerar tejidos dafiados como
hueso, tejido hepatico, cartilago o miocardio (6). En un estudio realizado por
Friedenstein, las células madre fueron aisladas de la médula 6sea caracterizadas y
descritas como células adherentes al plastico, con una morfologia fibroblastoide, y con
capacidad de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico como adipocitos,
osteocitos y condrocitos (7). En un estudio in-vivo realizado en ratones y en caninos
con defectos craneo-faciales y defectos de huesos largos con administracion directa
de células mesenquimales con andamios naturales o sintéticos se observo que la
principal aplicacion clinica de las MSCs esta relacionada con la reparacion de tejido

0seo (8).

A medida que la ingenieria de tejidos evoluciona, muchos biomateriales han sido
evaluados durante la busqueda de la matriz ideal para la reconstruccion tisular. Un
material biocompatible es capaz de mantener la viabilidad celular, permitir la
proliferacion celular y la expresion del fenotipo en el sitio del injerto, con una densidad
estructural para permitir el aumento en el volumen del tejido que constituiria un avance
importante para el injerto 6seo (9). Una nueva forma de desarrollar bioandamios con
mayor estimulacion celular, es con la incorporacion de MSCs, las cuales pueden
secretar moléculas bioactivas dentro de la matriz para lograr la regeneracion del tejido

dafado.



La ingenieria tisular propone un nuevo enfoque terapéutico que implica la
reconstruccion y devolver la funcion del tejido. Sin duda este es un nuevo campo en la
medicina, asi como en la odontologia y areas especializadas que agrupa ciencias
basicas tales como: biologia celular, biologia molecular, fisiologia, inmunologia,
bioquimica, ciencias de los materiales y biofisica. Esta ofrece a los pacientes una
alternativa de tratamiento enfocado a regeneracion tisular en vez de la cicatrizacion o
el empleo de estructuras no biodegradables y/o rigidas. Es de vital importancia la
recuperacion completa del tejido 6seo en dichos tratamientos, asi como el
conocimiento de las propiedades mecanicas de los tejidos duros que desean
restablecerse y proporcionar microambientes Unicos para cada tipo de tejido. La
complejidad de la arquitectura y funcion ésea ofrece retos para el remplazo de tejidos
por ingenieria. En nuestro trabajo de investigacion nos centraremos en la regeneracion
de tejido 6seo, por ello es necesario conocer su estructura y los elementos que lo

conforman.



1 MARCO TEORICO

1.1 TEJIDO OSEO

El tejido 6seo es una forma especializada de tejido conectivo denso mineralizado lo
que le proporciona una gran dureza, sirve como un tejido y un sistema de 6rganos
dentro de los vertebrados superiores (10). Esta constituido por cuatro tipos de células
osteoblastos, células de revestimiento 6seo, osteocitos y osteoclastos y su matriz
contiene un componente orgénico e inorganico. Morfolégicamente, presenta ciertas
similitudes al tejido cartilaginoso ya que ambos estan construidos por células rodeadas
por una MEC amorfa y se caracteriza por ser esponjoso (esponjoso, trabecular) o
cortical (compacto). Las células del hueso, denominadas osteocitos, estan localizadas
en unos espacios del tejido 6seo denominados Gsteoplastos. Sus funciones principales
incluyen la proteccion de los tejidos blandos, el soporte, la locomocion, el
almacenamiento de calcio y fosfato, y el almacenamiento de la medula 6sea (11).
Aunque el hueso tiene una apariencia inerte, es un érgano altamente activo que se
encuentra en constante reabsorcion mediada por osteoclastos y neoformado por
osteoblastos. Actualmente se ha comprobado que los osteocitos actian como

mecanosensores y en conjunto en el proceso de remodelacién 6sea (12, 13).

Existen dos tipos de tejido 6seo atendiendo a sus caracteristicas macroscopicas:
compacto y esponjoso (o laminar). El tejido 6seo compacto esta formado por una masa
compacta con pocos espacios y en su interior se forma una cavidad que alberga a la

médula 0sea amarilla. Mientras que el tejido esponjoso esta constituido por finas



trabéculas que se entrecruzan dando lugar a una forma de red, cuyos espacios estan

intercomunicados y albergan la médula 6sea roja (10).

Actualmente existen numerosos factores y/o enfermedades que pueden resultar en la
pérdida de tejido 6seo entre ellas se destacan la osteoartritis, osteomielitis, una dieta
limitante de vitamina D, embarazos, accidentes y enfermedades o infecciones

cronicas.

1.1.1 Dafio Oseo

La pérdida de tejido constituye uno de los problemas de salud mas frecuentes y de alto
costo a nivel mundial. A pesar del desarrollo tecnolégico creciente para la elaboracion
de sustitutos sintéticos de hueso, estos no han cumplido con las demandas de funcién

y calidad necesarias para lograr la regeneracion eficiente de los tejidos.

Existen tratamientos odontolégicos que provocan una gran pérdida de tejido 6seo
como son cirugias de terceros molares, extirpacion de quistes y tumores orales,
enfermedades periodontales e infecciones pulpares extensas. En el caso de las
infecciones pulpares a pesar de los tratamientos endoddnticos en algunos casos la
patologia periapical persiste, por lo que es necesario realizar una cirugia periapical
(14). Dichas patologias en conjunto con cirugia apical causan un gran defecto
periapical, el cual es definido como un defecto éseo localizado y caracterizado por la

ausencia de hueso alveolar a lo largo de la longitud radicular (15).

Actualmente se comprende mejor el proceso de las resorciones 6seas mediante la
publicacién de estudios sobre investigaciones relevantes enfocadas especialmente en

la osteoporosis. El proceso de resorcion es iniciado por la exhausta proliferacion de



precursores de osteoclastos, su diferenciacion en osteoclastos, seguido por el proceso
de degradacion de la matriz 6sea. Principalmente, la matriz inorganica se disuelve
mediante la acidificacion (HCI) del entorno extracelular, lo que provoca una
disminucién del pH. Después de esto, la catepsina K, una proteasa lisosdmica,
degrada el componente organico. Los subproductos de este proceso se transportan al
lado opuesto del osteoclasto donde se liberan. Después de la degradacion de la matriz
Osea, se deja una “laguna reabsorbente”. El osteoclasto se desprendera del sitio y
pasara potencialmente a un nuevo sitio de reabsorcion. Posteriormente, los

osteoblastos entraran en el area y reemplazaran el hueso reabsorbido (10, 16).

1.2 REGENERACION OSEA

La regeneracion oOsea es posible de obtener mediante la combinaciéon de tres
elementos: células viables, MEC y sustancias reguladoras insolubles (factores de
crecimiento); sin dejar de mencionar factores locales que también son influyentes,
como el entorno mecanico y vascular. La combinacién de estos elementos genera un
ambiente apropiado para la regeneraciéon. Los mecanismos biolégicos que proporciona
una base para la regeneracién son: la osteoconduccion que se produce cuando el
material de injerto 6éseo sirve como andamio para el crecimiento de hueso que se
perpetda en el hueso nativo. Los osteoblastos desde el margen del defecto utilizan el
material del injerto 6seo como osteoconductivo; la osteoinduccion que consiste en la
estimulacién de las células osteoprogenitoras de diferenciarse en osteoblastos, para
la formacion de hueso nuevo. El tipo mas estudiado de los mediadores celulares

osteoinductiva son la proteina morfogénica ésea (BMPSs); la osteopromocion que



implica la mejora de la osteoinduccion sin la posesion de la propiedad osteoinductiva,
por ejemplo, el esmalte derivado de matriz ha demostrado mejorar el efecto
osteoinductivo del aloinjerto de hueso desmineralizado liofilizado, pero no estimula por
si solo el crecimiento de hueso; y la osteogénesis que se produce cuando los
osteoblastos vitales procedentes del material de injerto 6seo contribuyen al crecimiento
de hueso nuevo con el crecimiento generado a través de los dos mecanismos:

osteoconduccion y osteoinduccion (17).

Una de las caracteristicas importantes del tejido éseo es su capacidad para formar
nuevas osteonas cuando la estructura 6sea es dafada (4) por lo que puede repararse
por si mismo en respuesta a un trauma o una lesion (18). Sin embargo, si la lesion

excede el tamafio critico, la formacién y regeneracion osea falla (19).

1.2.1 Mecanismos de Regeneracion Tisular

Los procesos de reparaciéon han sido estudiados por afios y hasta el momento podria
decirse que no estdn completamente entendidos, pero se sabe que es una
combinacion de la osteoconduccién, donde un material actia como un andamio para
el nuevo crecimiento de hueso dentro del mismo y células osteoprogenitoras que
permiten la osteoinduccion; una combinacidn de sefales y células que dan lugar a la

formacion de nuevo hueso (4).

La cicatrizacion secundaria es la forma mas comun de reparacion cuando existe una
fractura y consiste en osificacion endocondral e intramembranosa, mediante los

siguientes pasos (20):

a) Respuesta inflamatoria aguda



b) Reclutamiento de células madre mesenquimatosas

c) Generacion de un callo cartilaginoso y 6seo

d) Revascularizacién y neoangeogénesis en el sitio de la lesion
e) Mineralizacion y reabsorcion del callo cartilaginoso

f) Remodelacion 6sea

1.2.1.1 Respuestainflamatoria aguda

Inmediatamente después de un trauma, se forma un hematoma que consiste en
células de sangre periférica e intramedular, el cual coagula formando una plantilla para
la formacion de un callo. Los picos de la respuesta inflamatoria aguda ocurren entre
las primeras 24 horas y se completan a los 7 dias. La respuesta inflamatoria inicial
involucra produccion y la secrecidn de factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleucina (IL) 1, 6, 11 y 18. Estos factores se encargan de reclutar células
inflamatorias que promuevan la angiogénesis. Como se observa en la figura 1, el TNF-
a es producido por macrofagos y otras células inflamatorias y se ha observado en
estudios in vitro que induce la diferenciacion osteogénica de células madre
mesenquimatosas. La IL-1B induce la produccién de IL-6 por los osteoblastos, lo cual
promueve la formacion de un callo cartilaginoso primario. La IL-6 esta ultima solo se
produce durante la fase aguda y estimula la angiogénesis, la producciéon de factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) y la diferenciacibn de osteoblastos y

osteoclastos.
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Figura 1. Inflamacién aguda. Tomada de Romo (21). Proceso de quimiotaxis

ocasionado por inflamacién aguda
1.2.1.2 Reclutamiento de células troncales mesenquimales

Las MSCs son reclutadas para diferenciarse en células osteogénicas y de esta manera
pueda darse la regeneracién 6sea. Hasta el momento no se conoce exactamente de
donde provienen estas células, aunque la mayoria de los datos indican que derivan de
tejidos blandos circundantes como la corteza, periostio y médula 6sea. Se ha sugerido
que la proteina morfogenética 6sea 2 (BMP-2) tiene un papel importante en el
reclutamiento de las células madre mesenquimales, aunque otros estudios sugieren
que el factor derivado de células estromales es la llave reguladora de su llegada al sitio

del trauma (22).



1.2.1.3 Generacién de un callo cartilaginoso y 6seo

Después de la formacion del hematoma primario, se forma un tejido de granulacion
rico en fibrina en los extremos de la fractura, dentro de este tejido ocurre la osificacion
endocondral que forma un callo blando el cual provee a la zona de la lesién una
estructura estable, al mismo tiempo se da una osificacion intramembranosa que ocurre
directamente adyacente a los extremos distal y proximal de la lesién generando un

callo duro, el cual provee a la fractura de una estructura semi-rigida (22).

La generacion de estos tejidos callosos depende del reclutamiento de las MSCs, una
vez reclutadas la cascada molecular induce la produccion de matriz de colagena tipo |
y Il y la participacion de diferentes péptidos moleculares de sefalizacién, en este
proceso la super familia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es de
gran importancia. Ademas, como ya se menciond, la BMP-2 es crucial para la iniciacién

de la cascada de reparacion (20, 22).

1.2.1.4 Revascularizacion y neoangeogénesis en el sitio de lalesion

Para lograr la reparacion exitosa de la lesion O6sea, es esencial un buen suministro
sanguineo y una revascularizacion. El proceso de vascularizaciéon es regulado
principalmente por dos vias: una dependiente de la angiopoyetina y la dependiente del
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF). Las angiopoyetinas son proteinas
morfogénicas vasculares, los tipos que participan principalmente en este proceso son
las angiopoyetinas 1y 2. La via del VEGF es considerada la clave de la regeneracion
vascular, se ha mostrado que osteoblastos y condrocitos expresan altos niveles de

este factor, el cual promueve la formacién de vasos sanguineos y transforma la matriz
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cartilaginosa en un tejido 6seo vascularizado. El VEGF promueve la vasculogénesis
mediante la agregacion y proliferacion de MSCs en el plexo vascular y la angiogénesis,
por lo tanto juega un papel crucial en la neoangeogénesis y revascularizacion, ya que
se ha reportado que el bloqueo de sus receptores inhibe el crecimiento vascular y

retrasa o interrumpe el proceso regenerativo (23).

1.2.1.5 Mineralizacion y reabsorcién del callo cartilaginoso

Para que la regeneraciéon 6sea continle, es necesario que el callo cartilaginoso blando
sea reabsorbido y reemplazado por un callo éseo duro, esto es desarrollado con una
combinacion de proliferaciéon y diferenciacion celular, incrementando el volumen
celular y la deposicién de matriz. El desarrollo y regeneracion 6sea es fortalecido con
la participacion de la familia de moléculas Wnt, estas proteinas activan tres vias
intracelulares: beta-catenina (via candnica), calcio (Ca?*) y la via de polaridad celular
planar. La primera es la dominante en la regulacion de la diferenciacién de las MSCs
en un linaje osteoblastico y en las largas etapas del desarrollo, posiblemente regule la

formacion de hueso (20).

La reabsorcion del cartilago mineralizado es realizada por una serie de pasos
orquestados principalmente por el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF), el ligando del receptor activador del factor nuclear kb (RANKL), osteoprogerina
(OPG) y el TNF-a. Se piensa que durante este proceso M-CSF, RANKL y OPG median
la diferenciacion de células 0seas y osteoclastos para formar tejido 6seo. El TNF-a

promueve ampliamente el reclutamiento de células madre mesenquimatosas con
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potencial osteogénico, pero su funcion mas importante en este caso, debe de ser

iniciar la apoptosis de condrocitos (24).

El mecanismo de mineralizacion, involucra a la mitocondria donde se acumula el calcio
contenido en granulos, los cuales son transportados a la matriz extracelular donde son
precipitados con fosfato y forman los primeros depdésitos minerales, estos depdsitos
de calcio y fosfato se convierten en los nichos para la nucleacion homogénea y la
formacion de nodulos de hidroxiapatita. Conforme la formacion de un callo duro
progresay el cartilago mineralizado es reemplazado con tejido 0seo, el callo se vuelve

mas solido y mecanicamente rigido.

1.2.1.6 Remodelacién 6sea

Aunqgue el callo duro es una estructura rigida que provee una estabilidad biomecénica,
no se encuentran completamente restauradas las propiedades biomecanicas de un
hueso normal. Para lograr esto, comienza una segunda fase de reabsorcion en la
cascada de reparacion 6sea, esta vez para remodelar el callo duro en una estructura
de hueso lamelar con una cavidad central medular. Esta fase es bioquimicamente
orquestada por IL-18 y TNF-a, las cuales muestran altos niveles de expresiéon durante
esta etapa, de manera opuesta a la mayoria de los miembros de la familia de TGF-
gue han disminuido su secrecion para este momento. Algunas BMPs como la BMP2,
estan también aparentemente relacionadas en esta fase, con niveles de expresion

razonablemente altos (25).

El proceso de remodelacién 6sea es llevado a cabo por un balance entre la reabsorcion

del callo por osteoclastos y la deposicion de hueso lamelar por osteoblastos. Aunque
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el proceso puede ser iniciado en situaciones muy tempranas, a las 3 o0 4 semanas, la
remodelacion toma afios para ser completada y lograr una total regeneracion de la

estructura Osea.

Para una remodelacion ésea exitosa, es crucial el adecuado suministro sanguineo y
un incremento gradual en la estabilidad mecanica. Esto es claramente demostrado en
los casos donde no hay una buena irrigacidbn sanguinea ni estabilidad mecanica,
resultando en el desarrollo de un tejido atréfico fibroso. Existen casos donde hay una
buena vascularidad pero una fijacién inestable, el proceso de reparacion progresa
formando un callo cartilaginoso, pero resulta una unién no hipertréfica o pseudoartrosis

(26).

En la actualidad la ingenieria de tejidos ha estudiado diversos tipos de materiales tanto
naturales como sintéticos utilizados con el principal objetivo de crear condiciones
adecuadas para las células y que estos posean la capacidad de biodegradarse para

facilitar el proceso de remodelacion osea.

1.3 BIOMATERIALES EN REGENERACION OSEA

Varios sustitutos 6seos se han popularizado en los udltimos 10 afios y han sido
utilizados por los médicos que tratan la reconstruccion de defectos 6seos. Estos
materiales pueden ser osteoconductivos, es decir, sirven como un andamio para el
crecimiento interno de capilares, tejido perivascular y células osteoprogenitoras (5).
Este proceso generalmente requiere al menos tres paredes de hueso circundante para
proporcionar la estimulacion del crecimiento 6seo. El injerto de hueso autdlogo es el

material mas predilecto, ya que posee propiedades de osteoconducciéon (propiedad
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que estimula las MSCs para formar células 6seas) y osteoinduccion, es por estas

caracteristicas que es considerado el mejor material para realizar regeneracion 6sea.
Los injertos tienen diferentes propiedades:

Osteogénesis: sintesis de hueso nuevo a partir de células derivadas del injerto o del

hospedero. Requiere células capaces de generar hueso (27).

Osteoinduccion: proceso por el que las MSCs son reclutadas en la zona receptoray a
su alrededor para diferenciarse en condroblastos y osteoblastos. La diferenciaciény el
reclutamiento son modulados por factores de crecimiento derivados de la matriz del
injerto, cuya actividad es estimulada al extraer el mineral 6seo. Entre los factores de
crecimiento se encuentran las proteinas morfogénicas 6seas (BMP) 2, 4y 7, factor de
crecimiento derivado de las plaquetas, interleucinas, factor de crecimiento
fibroblastico, factores de crecimiento pseudoinsulinico. También se liberan factores
angiogénicos, como el factor de crecimiento vascular derivado del endotelio y la

angiogenina.

Osteoconduccion: proceso en el que tiene lugar un crecimiento tridimensional de
capilares, tejido perivascular y células madre mesenquimatosas, desde la zona
receptora del hospedero hacia el injerto. Este andamiaje permite la formacién de hueso
nuevo mediante un patron previsible, determinado por la biologia del injerto y el

entorno mecanico de la interfase hospedero-injerto (27).

De manera ideal un injerto éseo debe tener estas tres propiedades, ademas de ser
biocompatible y proporcionar estabilidad mecanica. Actualmente los investigadores

han llegado a la conclusion de que la regeneracion depende de un andamio
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tridimensional capaz de soportar la formacién 6sea. Los biomateriales como andamios
para ingenieria tisular pueden ser clasificados en: polimeros sintéticos (como el acido
poliglicolico o el acido polilactico), materiales derivados naturalmente (colagena,
quitosan o alginato) y matrices de tejido acelular (submucosa de vejiga porcina e
intestino delgado). Se ha observado que los polimeros sintéticos aunque son
ampliamente usados en ingenieria tisular y estan aprobados por la Food and Drugs
Administration (FDA), tienen la desventaja de que su degradacion provoca un
ambiente acido debido a la formacion de acido lactico y glicélico (28), ademas de su
inactividad biologica y restos acidos, cataliticos residuales y particulas a microescala
gue acompafan su degradacion. Los biomateriales derivados naturalmente y las
matrices extracelulares presentan una mejor biocompatibilidad y biodegradabilidad

(29, 30).

1.3.1 Matriz Extracelular

La MEC es una red compleja compuesta por proteinas de colageno, fibronectina y
otras proteinas entrelazadas en proteoglucanos (31). La MEC no solo sirve como
material de apoyo sino también actia regulando las funciones celulares, como la
proliferacion, migracién y diferenciacion celular (32), a través de modular la
transduccion de sefiales activadas por diversas moléculas bioactivas, como las
mismas fibras proteicas, factores de crecimiento y citocinas (33). Ademas, ésta
también protege de las fuerzas de aplastamiento del tejido y proporciona los nutrientes

esenciales para su funcionamiento.
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La ultraestructura y arquitectura en tercera dimension de los andamios de MEC pueden
ser en gran parte preservados a lo largo de pasos requeridos para la descelularizacion
de los tejidos (34, 35). Las caracteristicas ultraestructurales de la matriz desempefian
un papel importante en la modulacién del comportamiento de las células que contactan
los andamios con la habilidad de migrar a un andamio (34) o ser influenciadas por
células de tejidos especificos (36, 37). Todas las MEC comparten en comun
caracteristicas que proveen un soporte estructural y sirven como reservorio de factores
de crecimiento y citocinas, lo que la convierte en el andamio ideal para la reparacion y

reconstruccion tisular (38).

Los andamios biolégicos compuestos de MEC han demostrado la facilidad para
remodelar y reconstruir diferentes tejidos tanto en estudios animales como en
humanos. Los andamios de MEC consisten de moléculas estructuradas y funcionales
secretadas por las células de cada tejido y 6rgano. Por lo tanto, la distribucion y
composicién especifica de la MEC puede variar dependiendo del tejido de donde
provenga, ya que los andamios obtenidos de tejidos y érganos descelularizados

ofrecen la ventaja de mantener las estructuras de sus respectivos tejidos y érganos.

Dentro de las MEC se han identificado 20 tipos de colagena diferentes, el colageno
tipo | se puede encontrar en un 90%, pero también se encuentran otros tipos de tejidos
en cantidades muy pequefas. Estos tipos de colagena alternativos pueden proveer
distintas propiedades fisicas y mecéanicas a la MEC y contribuir a que sea un andamio
para la regeneracion tisular. La colagena tipo IV es un ligando importante para las
células endoteliales y sirve como fibrillas de anclaje de los queratinocitos a la

membrana basal, la tipo VI funciona como un conector de las proteinas funcionales y
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glucosaminoglucanos proporcionando una consistencia tipo gel a la MEC. Esta
diversidad de colagenas en un solo andamio seria muy dificil de reproducir como un
compuesto in vitro. Por ello, la MEC es una fuente rica en diferentes tipos de colagena
y la concentracion y orientacion de estas colagenas proveen un ambiente ideal para el
crecimiento celular in vitro e in vivo. La fibronectina es la segunda proteina en cantidad
dentro de la MEC, se ha observado que es responsable de la adhesion de células
endoteliales en estudios in vivo, ademas por sus caracteristicas “amigables” con las
células se ha convertido en un ligando atractivo usado como recubrimiento en algunos
materiales sintéticos para promover su biocompatibilidad. La laminina es una compleja
proteina de adhesion con una funcion importante en el mantenimiento de estructuras

vasculares.

Debido a sus propiedades versatiles, la MEC derivada de tejidos descelularizados se
ha estudiado ampliamente como una fuente de andamios biologicos para la ingenieria
de tejidos y medicina regenerativa. Hasta ahora, muchos estudios se han centrado en
la descelularizacién de tejidos y o6rganos, incluyendo la submucosa del intestino
delgado, valvulas del corazén, vasos sanguineos, piel, nervios, tendones, ligamentos,
vejiga urinaria, cuerdas vocales, membrana amniotica, corazén, higado y pulmén (39-

47).

Estos diferentes tipos de MEC pueden clasificarse en dos grandes tipos, las
provenientes de piel y submucosay las de membrana basal. Las MEC de piel y mucosa
residen subyacentes a las estructuras que son ricas en ceélulas epiteliales como la
submucosa del intestino delgado y la epidermis de la piel, respectivamente. Estas

formas de matriz extracelular contienen primariamente colagena tipo | y sitios
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especificos para glucosaminoglucanos, asi como una amplia variedad de factores de
crecimiento incluyendo el factor de crecimiento fibroblastico, factor de crecimiento
celular vascular y endotelial y factor de crecimiento epidérmico. En contraste, la MEC
de la membrana basal que reside inmediatamente por debajo de células epiteliales,
como las células de la vejiga urinaria, las células endoteliales de los vasos sanguineos
y los hepatocitos del higado, presentan diferentes proteinas incluyendo la fibronectina,

laminina, colagena tipo IV y enactina.

En la actualidad existen estudios en los que se ha comprobado que la matriz de la
vejiga urinaria (MEC-VU) presenta las mejores propiedades biolégicas para ser
considerado un bioandamio excelente para la regeneracion tisular; también se ha
observado que contiene el mismo tipo de colagena que la matriz de intestino delgado,
asi como colagena tipo VI y VII. La MEC-VU contiene una variedad de
glucosaminoglucanos, incluida la heparina, heparan sulfato, sulfato de condroitin y
acido hialurénico. Varios reportes sugieren que ésta puede proveer un buen soporte
para regeneracion tisular (48). Lo que diferencia a esta MEC de las obtenidas de otros
organos, es la presencia de una mayor cantidad de fibronectina, colagena tipo 1V,
laminina, enactina y glicosaminoglucanos, hasta el momento ha mostrado excelentes
capacidades en la regeneracién, con formacién de musculo liso inervado y organizado

(49).

1.3.1.1 Matriz Extracelular de Vejiga Urinaria (MEC VU)

La matriz extracelular de vejiga urinaria (MEC VU) esta formada por parte del tejido

conjuntivo, estd compuesta por casi 90% de colagena mayormente de tipo I, asi como
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también glucosaminoglucanos, incluida la heparina, sulfato de heparan, sulfato de
condroitin, acido hialurénico y el colageno tipo IV caracteristico que se ha descrito

como un ligando para células endoteliales facilitando la angiogénesis.

En un estudio realizado por Liu, Li (50), se evaluaron diferentes tipos de MEC, de
submucosa del intestino delgado, vejiga urinaria, piel, vesicula biliar y pericardio de
cerdos miniatura. Después de realizar diferentes examenes como la caracterizacion
de la superficie, absorcion de agua, examen de fuerza, actividad antimicrobiana,
analisis de citotoxicidad y de unidn celular llegaron a la conclusion de que la MEC
formada a partir de vejiga urinaria presenta propiedades bioldégicas muy superiores y
gue puede funcionar como un andamio ideal para reconstruccion en un futuro, aunque
al ser este un estudio in vitro estos hallazgos deben ser confirmados en estudios con
aplicaciones preclinicas en animales y posteriormente en pruebas clinicas en

humanos.

Farhat, Chen (51), analizaron la localizacién y expresion de diferentes proteinas y
propiedades mecéanicas tanto en vejiga completa como en acelular. Se evalud la
descelularizacién de la matriz con una tincion de hematoxilina y eosina, el contenido
de ADN, la distribucién de elastina, colagena tipo I, Ill, IV, laminina, fibronectina y otras
proteinas con ayuda de western blot, ademas de evaluar el grosor, el area transversal,
la rigidez y el modulo de elasticidad. En la tincion de H&E no se observaron
citoesqueletos residuales y en el examen de contenido de DNA se reporté en el tejido
completo 0.27 pug mg?, mientras que en la MEC disminuy6 hasta 0.0075 pug mg?, lo
cual puede ser considerado una cantidad minima. En cuanto a los componentes

fibrilares se observo que todos éstos se mantienen después de la descelularizacion
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con una pérdida minima a diferencia del colageno tipo Ill el cual se presenta una
pérdida significativa. En cuanto a las propiedades mecanicas, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el grosor, area y moédulo elastico de la
MEC, éste ultimo aumentd hasta tres veces en comparacion con el tejido de vejiga
completo. La conclusion fue que la MEC-VU es un material que conserva inalterada su
arquitectura a base de coladgena comparada con el tejido completo (a excepcion de la
colagena tipo Ill) y que los cambios en las propiedades mecanicas son minimos y esto
se relaciona con el hecho de que se conservan las principales proteinas estructurales

(colageno y elastina).

En el afio 2010 Brown et al., realizaron un estudio sobre la evaluacion de la superficie
y composicidn de tres matrices extracelulares a partir de SIS (submucosa de intestino
delgado), VU e higado, ya que estos autores comentan que es esencial caracterizar y
considerar la superficie de una andamio, pues esto puede afectar la union celular y la
reconstrucciéon de tejidos en un complejo tridimensional. Se analiz6 la superficie con
ayuda del microscopio electrénico de barrido (MEB) y se observé una ultraestructura
diferente, mientras la MEC de SIS y VU es muy similar, ya que la distancia entre las
fibras de colagena es parecida, la de higado es una red mas densa de fibras de
colagena. En cuanto a la composicion, con ayuda del espectrofotbmetro de masas se
observo que todas estas matrices contienen como componentes principales colagena
tipo I, laminina y fibronectina, aunque no todas las proteinas pudieron ser examinadas,
ya que existe un rango limitante al utilizar este equipo; también cabe hacer notar que
aunque estos tres componentes fueron encontrados en las tres matrices, existieron

picos que solamente fueron encontrados en las MEC de VU y SIS, se llego a la
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conclusiéon de que esto podia ser debido a los diferentes métodos utilizados para la

descelularizaciéon de las diferentes MEC (52).

Investigadores como So Young Chun et al. (2007) en su estudio realizado identificaron
y caracterizaron los factores bioactivos de la matriz extraida de la submucosa de vejiga
porcina. En este estudio se evalud la cantidad de factores bioactivos presentes en la
matriz extracelular descelularizada por tres métodos de extraccion 0.1% Triton X, 0.5
M é&cido acético y 2 M urea, observando que el primero alcanz6 mejores niveles de
concentracion de proteinas con una concentracion de 112.1 + 4.3 mg/g, mientras que
las dos dltimas presentaron concentraciones de 98.1 + 3.5 mg/g y 79.4 £ 2.5 mg/g
respectivamente, estos resultados mostraron que dependiendo del método de
extraccidon es la concentracion final de proteinas. En la prueba de cuantificacion de
factores de crecimiento (factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), proteina
morfogénica 6sea 4 (BMP4), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-BB),
keratinocitos (KGF), factor de crecimiento transformante beta-1 (TGFB1), factor de
crecimiento insulinico 1 (IGF1), factor de crecimiento fibroblastico basico (BFGF),
factor de crecimiento epidermal (EGF) y factor de crecimiento transformante a (TGFa)
por examen de ELISA, el método con &cido mostré mejores resultados. PDGF-BB,
KGF y VEGF mostraron las mas altas concentraciones, esto debido a que algunos
reportes mencionan que los factores de crecimiento son estables en condiciones
acidas y conservan su actividad, la presencia fue confirmada por analisis de Western
blot. También fue evaluada la presencia de colagena tipo 1, 2, 3 y 4 teniendo como
resultados que la colagenatipo 1y 4 fueron las que se encontraron en mayor cantidad.

Entre los factores de crecimiento identificados en la matriz extracelular BSM, VEGF,
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KGF y PDGF-BB fueron los que predominaron, cada uno de estos factores de
crecimiento tiene un efecto sobre el crecimiento celular y el tejido de regeneracion.
VEGF promueve la angiogénesis, la permeabilidad vascular de las células endoteliales
y estimulacion de las células endoteliales para la proliferacion y migracion, KGF media
la proliferacion celular epitelial y la diferenciacion en variedades de tejidos, PDGF-BB
promueve muchos procesos requeridos para la reparacion de los tejidos, incluyendo
guimiotaxis, proliferacion, angiogénesis y la cicatrizacion. Como conclusién estos
autores mencionan que la MEC-VU presenta por lo menos 9 diferentes factores de

crecimiento (53).

1.3.1.2 Matriz Extracelular Osea Bovina

El hueso es un tejido conjuntivo extremadamente duro y con gran plasticidad,
presentando un metabolismo altamente complejo, con potencial de reparacion
envolviendo iones, células, hormonas, proteinas y factores nutricionales. El tejido 6seo
posee una alta capacidad de reparacion espontanea cuando es lesionado, reponiendo
después de un breve intervalo de tiempo, toda la partes perdida (54). Entre tanto,
existen algunos casos en que los defectos son extensos y no tienen la capacidad de
repararse espontaneamente, por lo que es necesario utilizar diversas técnicas

quirdrgicas en la tentativa de reparacion de la deficiencia 6sea (55).

Los estudios afirman que el hueso autégeno es el mejor material para injertar, pero
varios sustitutos de tejido 6seo han sido propuestos para evitar la morbilidad del sitio

donante y el aumento del tiempo operatorio, buscando crear o extraer de la naturaleza
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materiales que promuevan el incremento de la reparacion y neoformacion 6sea, siendo

biocompatibles, osteocondutores y osteoindutores (56).

La matriz 6sea esta compuesta por dos fases principales a escala nanométrica: La
organica que representa aproximadamente el 35% del peso seco del hueso. Formada
fundamentalmente por proteinas, entre las que destaca el colageno (90%), tipo |
(>95%) y tipo V (<5%). También se ha comprobado la presencia, en pequefas
proporciones, de colageno tipo lll, relacionado con las fibras de Sharpey y tipo XiII,

constituido bajo estrés mecanico (57).

La molécula de colageno contiene a los aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina, este
altimo un marcador especifico de todos los fenotipos de colageno. El 10% restante lo

forman proteinas no colagénicas (proteoglucanos o glucoproteinas) (57).

1.3.1.3 Hidrogeles derivados de matriz extracelular descelularizada

Hidrogeles polimerizables inyectables in situ han sido utilizados frecuentemente para
aplicaciones biomédicas como distribuidor de células, liberacion de medicamentos, y/o
como un andamio para la reconstruccién de tejido dafiado. Los hidrogeles inyectables
tienen caracteristicas deseables por la aplicacion terapéutica incluyendo
administracion dirigida por técnicas de minima invasion, facil y rapida liberacién, y una
habilidad rapida de llenar espacios de forma irregulares, formando una polimerizacion
para soportar la estructura adecuada para la inflamacion celular y la remodelacion.
Muchos de los hidrogeles investigados tienen polimeros sintéticos con una estructura
guimica definida y propiedades mecanicas aptas para la aplicaciéon clinica, sin

embargo, hay un nimero de recientes descripciones de los hidrogeles inyectables
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derivados de materiales biologicos naturales, los cuales poseen una biocompatibilidad

y bioactividad superior comparada con sus contrapartes sintéticos.

Se ha demostrado que los andamios biolégicos compuestos de matriz extracelular de
tejido descelularizado puede ser parcialmente digerido con pepsina, solubilizado y
polimerizado in situ para formar un hidrogel (58). Los andamios de MEC retienen
numerosas moléculas constitutivas encontradas en los tejidos intactos para la
adhesion celular, factores de crecimiento y glucosaminoglucanos. Estos materiales
apoyan la reconstrucciéon de un sitio remodelando la respuesta incluido el tejido
muscular (59), tejido cardiaco (60) y nervios del sistema periférico (61). Es posible que
un hidrogel formado por degradacién enzimatica y solubilizada pueda mantener su

actividad biolégica como la encontrada en MEC intacta.

A diferencia de los hidrogeles sintéticos, las propiedades fisicas y estructurales de
hidrogeles de MEC no se han caracterizado a fondo y los métodos Optimos para el
control de estas propiedades no se entienden por completo. Probablemente factores
determinantes de las propiedades de los hidrogeles incluyen la fuente de tejido y los
meétodos descelularizacion utilizados para preparar la MEC y la concentracion de la

MEC del hidrogel.

En el 2010 Matthew T. Wolf et al, realizaron un estudio donde sintetizaron hidrogeles
de MEC a base de dermis porcina (MEC-D) y MEC-VU; se compararon las propiedades
mecanicas y caracteristicas in vitro e in vivo. Teniendo como resultado en las pruebas
de almacenamiento y el médulo de pérdida, un aumento después de la digestion con
pepsina. Tanto MEC-D como MEC-VU mostraron un aumento en la velocidad de

gelificacion con el aumento de la concentracion. El estadio final del médulo de
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almacenamiento constante de los hidrogeles de MEC-D aumento rapidamente de
forma no lineal con la concentracion, mientras que los hidrogeles de MEC-VU tuvieron
un aumento lineal en base a las tres concentraciones evaluadas. Ambos hidrogeles
presentaron el mayor moédulo a la concentracion 8 mg/ml con un médulo de
almacenamiento de 466.5 + 64.3 y 182.2 + 36.5 Pa, respectivamente. En lo que
respecta a las pruebas in vitro con fibroblastos NIH 3T3 cultivadas en la superficie y
dentro de ambos hidrogeles a las concentraciones de 6 y 8 mg/mL fueron viables
después de 7 dias. Los fibroblastos fueron confluentes en la superficie con una
morfologia de adoquines, y no se observaron diferencias en la viabilidad en ambos
tipos de hidrogeles, concentraciones, o el método del cultivo celular. El andlisis
histoldgico de fibroblastos sembrados en la superficie de los hidrogeles de MEC mostro
una monocapa confluente de células alos 3y 7 dias, y diferentes grados de infiltracion,
pudiendo observar que los fibroblastos cultivados se distribuyeron por todo el hidrogel,
con una mayor densidad celular en la superficie del hidrogel en comparacion con el

centro (59).

Se concluyé gue estos resultados indican que las propiedades fisicas y biolégicas de
un hidrogel de MEC pueden alterarse o al menos puede ser controlada parcialmente
por el andamio especifico utilizado y la concentracién de MEC. Por lo tanto, el hidrogel
de MEC debe presentar una concentracion o densidad adecuada en la cual las células

sean capaces de migrar y mantener su viabilidad.

Sin embargo, no solo fibroblastos pueden utilizarse para la colonizacion de estos
andamios sino también MSCs. Las células madre mesenquimales humanas (hMSCs)

han demostrado ser capaces de diferenciarse en linajes osteogénicos, adipogénicos y
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condrogénicos. Tradicionalmente, la diferenciacion de estas células se ha logrado
mediante la adicion de sefales solubles al medio de cultivo. Las funciones y
mecanismos de diversos aditivos de medios de comunicacion en la induccion de la
diferenciacion de hMSC se han estudiado ampliamente. Por ejemplo, la
dexametasona, la proteina morfogenética 6sea (BMP) y fosfato B-glicerol han
demostrado ser un buen regulador de la expresiébn de genes relacionados con

osteogénesis en hMSC (62).

1.4 CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

Las células troncales son células que tienen la capacidad de autorenovarse a través
de la mitosis y a su vez diferenciarse en una diversidad de células especializadas.
Estas pueden clasificarse de acuerdo a su estadio de potencialidad o de acuerdo al
organo o tejido de procedencia. Las células troncales totipotentes tienen la habilidad
de formar la totalidad de un organismo, asi como los tejidos extraembrionarios. Por su
parte, las células troncales pluripotentes al igual de poder formar un nuevo organismo,
no poseen la capacidad de formar tejidos extra embrionarios. Ambos estados de
potencialidad son encontrados solo en células troncales embrionarias (CTE). A su vez,
existen células troncales multipotentes, estas por el contrario solo tienen la capacidad
de diferenciarse hacia alguna de las 3 capas embrionarias (ectodermo, endodermo y

mesodermo) y pueden ser encontradas en tejidos adultos.

Entre las células troncales adultas se encuentran las MSC, originalmente aisladas de
médula 6sea adulta, aunque actualmente pueden obtenerse de otros tejidos tanto en

la vida adulta como fetal. Las células troncales adultas normalmente generan tipos
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celulares del tejido en el que residen. Sin embargo, los estudios han demostrado que
las células troncales de un tejido podrian generar tipos celulares de un tejido

completamente diferente (63).

El microambiente local representa un compartimento importante para mantener el
estado de las células troncales. EI microambiente regula el equilibrio entre la
autorrenovacion y la diferenciacion, como lo es la MEC ya que presenta sitios de union
para proteinas de adherencia celular. Esto conlleva a la estimulacion de vias de
sefalizacion intracelular que dan paso a la liberacion de factores de estimulacion
autocrinos y paracrinos. Esta comunicacion intercelular se ha caracterizado entre

células de carcinoma embrionario y células estromales (64).

Actualmente se han estudiado diversas fuentes de obtencion de las células
mesenquimales como la médula ésea, tejido adiposo, pancreas, higado, dermis,
membrana sinovial, sangre del cordén umbilical, pulpa dental, ligamento periodontal
entre otros (65-67). Siendo la medula 6sea, la sangre del cordon umbilical y el tejido

adiposo los mas empleados.

1.4.1 Ceélulas Troncales Mesenquimales de Tejido Adiposo

El tejido adiposo es derivado del mesodermo embrionario y contiene un estroma que
puede ser aislado con facilidad. Actualmente, se ha demostrado que su fraccion
estromal contiene células madre multipotentes que pueden diferenciarse hacia linajes
especificos tales como adipogenico, condrogénico, osteogénico, miogénico Yy

neurogénico (68).
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El tejido adiposo es uno de los mas abundantes del cuerpo humano, su acceso es
sencillo, el procesado es facil de realizar y en la mayoria de las personas es posible

extraer varios mililitros de grasa sin perjuicio estético (69).

Las MSCs obtenidas del tejido adiposo tienen una morfologia, fenotipo y capacidad de
diferenciacion in vitro similar a las obtenidas de médula Gsea, tienen una mayor
capacidad de proliferacion y es posible acceder mas facilmente a muestras de tejido
adiposo a través de procedimientos como la abdominoplastia o liposuccién. En la en

la regeneracion de tejidos.
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Tabla 1 se describen otros aspectos comparativos de las principales fuentes de
obtencion de las MSCs (66, 70). La liposuccién es uno de los procedimientos estéticos
mas realizados en el mundo y, aunque su objetivo original consiste en retirar la grasa
no deseada, actualmente puede establecerse como la forma ideal de obtener células
troncales mesenquimales adultas autologas para intervenir en la regeneracion tisular

(70, 71).

En este trabajo se propone evaluar y comparar la capacidad de las MSC-AD para
colonizar los hidrogeles naturales derivados de matriz extracelular de vejiga porcina y
matriz extracelular 6sea bovina con la finalidad de obtener materiales ideales para ser

utilizados como bio andamios en la regeneracion de tejidos.
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Tabla 1. Comparacion fuentes de obtencion de células madre mesenquimales

PARAMETRO Médula Osea Sangre de cordon Tejido adiposo
umbilical
Exito de aislamiento 100% 30-34% 100%
Formacion de monocapa 4-5 dias 2-4 semanas 4-5 dias
adherente
UFC-F obtenidas en la 8361 0.002 + 0.004 557 £ 673
monocapa adherente
(namero)
Capacidad de 71.4% 100% 78.8%

diferenciacién osteogénica

Capacidad de 100% 0% 94%
diferenciacién adipogénica

Capacidad de 100% 100% 100%
diferenciaciéon
condrogénica

Expresion de antigenos (%)

CD44 97.5+5.1 99.7+0.5 99.8+0.2
CD73 90.0 +20.0 99.3+1.3 99.6+0.5
CD90 99.1+25 97.8+7.1 99.6 £0.2
CD105 88.1+7.4 72.4+20.0 90.4+5.9
HLA'| 95.2+6.0 94.3+6.8 98.8+2.8

Tomada de Kern, Eichler (70) y Wagner, Wein (66).
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1.5 ANTECEDENTES

Kern, Eichler (70), las MSC-AD poseen caracteristicas ideales por su migracion y
proliferacion. ElI microambiente local representa un compartimento importante para

mantener el estado de estas células.

Young, Ibrahim (58), sintetizaron hidrogel de MEC de tejido adiposo descelularizado
ya gque los andamios a base de biopolimeros enfrentan una reabsorcion muy rapida o
una adipogénesis limitada. Encontraron que el hidrogel de MEC de tejido adiposo es

compatible con el crecimiento y supervivencia de las MSCs in vitro.

Wolf, Daly (59), prepararon hidrogeles de MEC de dermis porcina y MEC de vejiga
urinaria descelularizadas para determinar la estructura, mecanismo y la respuesta
celular in vitro / in vivo en los hidrogeles. Encontraron que en el hidrogel de dermis era
mas lento el infiltrado de las células que en el hidrogel de vejiga al igual que la
degradacion de la matriz era més lenta. Concluyeron en que el tipo de tejido, el método
de descelularizacion y la concentracion de la MEC son variables que pueden afectar

las propiedades del hidrogel.

Soto-Sainz, Silva-Benitez (72), sintetizaron y evaluaron el hidrogel de MEC VU con la
finalidad de obtener una fuente ideal para la creaciébn de bioandamios naturales
evitando la utilizacién de autoinjertos. En este estudio la matriz de vejiga urinaria fue
descelularizada, liofilizada, pulverizada y digerida con pepsina para su posterior
gelificacion y utilizaron diferentes concentraciones de hidroxiapatita, fosfato tricalcico

y se evaluaron los factores de crecimiento. Concluyeron que el hidrogel de MEC de
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vejiga porcina es un material ideal para la regeneracion de tejido y que su

procesamiento no conlleva la pérdida de factores de crecimiento.

Fernandes, Costa (73), utilizaron hidrogeles para observar el comportamiento de
osteoblastos. Para la realizacion de este estudio las células se colocaron de diferente
manera: entre 2 capas de hidrogel, inmersas en el hidrogel y sobre la superficie del
hidrogel. En el cual, mediante un estudio de MTT se observo que la mayor proliferacion
y diferenciacion celular se mostré cuando las células fueron inmersas en el gel, y

cuando las células se colocaron en la superficie del hidrogel.

Ma, Yang (74), evaluaron el comportamiento celular sobre dos tipos de hidrogeles uno
natural y uno sintético. También variaron la colocacion de las células sobre los
hidrogeles (homogenizadas en el gel, entre dos capas del gel y encapsuladas dentro
del gel). Estos autores demostraron que el comportamiento celular esta influenciado
por el tipo de hidrogel, lo que significa que las células cultivadas en el hidrogel natural
presentaron mayor capacidad de proliferacion y propiedades osteogénicas sin

diferencia significativa cuanto a la ubicacion de las células cultivadas.

Chen y Thibeault (75), estudiaron la morfologia celular, el ciclo de vida, la proliferaciéon
y proteinas de MSCs en un hidrogel. Por lo que encontraron un aumento significativo
en la secrecion de proteinas de colageno | y factores de crecimiento, sin cambios en
la morfologia o viabilidad celular. Lo que indica que la aplicacion de hidrogeles puede

desempeiiar un papel importante en la regeneracion de tejidos.

Mufoz-Ruiz, Silva-Benitez (76), evaluaron histolégicamente el efecto de la MEC-VU
en defectos 6seos. Los autores colocaron los biomateriales sobre defectos de 5 mm

en el fémur de 20 conejos macho de raza Nueva Zelanda y tras 8 semanas se
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realizaron cortes histolégicos con tinciéon de Hematoxilina y Eosina. En este estudio se
logré6 promover la neoformacion de tejido 0seo; encontrando un tejido con una

estructuracion organizada y con un bajo nivel de infiltrado inflamatorio.
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2 JUSTIFICACION

La pérdida de tejido éseo es un problema de salud a nivel mundial y hasta el momento
el desarrollado de materiales de regeneracion han mostrado resultados deficientes
cuando existe una pérdida de tejido considerable. Se han disefiado hidrogeles de
MEC-VU y MEC-OB para regeneracion tisular, la biocompatibilidad es fundamental
para la formacion de nuevo tejido y su interaccion con células mesenquimales, uno de
los factores mas relevantes es observar la colonizacion y penetracion celular en estos

hidrogeles de MEC.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la penetracion de células mesenquimales de tejido adiposo en geles de

matriz extracelular 6sea bovina y de vejiga porcina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la capacidad de penetracion de las células troncales mesenquimales
en un cultivo in vitro sobre hidrogeles de matriz extracelular de vejiga urinaria.

2. Evaluar la capacidad de penetracion de las células troncales mesenquimales
en un cultivo in vitro sobre hidrogeles de matriz extracelular 6sea bovina.

3. Determinar la capacidad de colonizacion de las células troncales
mesenquimales en un cultivo in vitro sobre la superficie de los hidrogeles de
matriz extracelular.

4. Confirmar la morfologia de las células troncales mesenquimales en un cultivo in

vitro sobre los hidrogeles de matriz extracelular.
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4 DISENO DE INVESTIGACION

4.1 TIPOS DE ESTUDIO

Observacional, in vitro.

Estudio prospectivo, transversal, observacional y comparativo.

4.2 MATERIAL BIOLOGICO

4.2.1 Hidrogel de Matriz Extracelular de Vejiga Urinaria (MEC-VU) y

Osea Bovina (MEC OB)

Los hidrogeles empleados fueron proporcionados por el Laboratorio de Microbiologia

Molecular de la Facultad de Ciencias Quimico Biologicas de la UAS.
4.2.2 Células Troncales Mesenquimales

Las lineas celulares utilizadas fueron las lineas primarias de células troncales
mesenquimales de tejido adiposo. Estas lineas celulares se encontraban congeladas
en un tanque de nitrégeno liquido en el Laboratorio de Microbiologia Molecular de la
Facultad de Ciencias Quimico Biologicas de la UAS. El protocolo a seguir para su
recuperacion fue el siguiente: se preparé medio de cultivo estandar (DMEM con suero
fetal bovino al 10% y antibiético al 1%) y se ambientdo a 37 °C. Las MSC-AD se
descongelaron en el bafio Maria a 37 °C. Previamente se colocaron dentro de la
campana de flujo laminar micropipetas, puntas estériles, tubos Falcon de 15 ml y

frascos de cultivo los cuales se esterilizaron bajo luz ultravioleta por un ciclo de 20
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minutos. La suspension de células descongeladas se decant6 en un tubo Falcon de
15 ml estéril y se agrego 1 ml de medio de cultivo estandar, luego se centrifug6 a 1,500
rpm durante 10 min, para después decantar el sobrenadante y resuspender el paquete
celular cuidadosamente en 1 ml de medio estandar. Por ultimo se sembraron las
células en un frasco de cultivo a 37 °C, 5% de CO2y 95% de humedad dentro de una
incubadora y se revis6 continuamente los siguientes dias para evaluar el crecimiento
celular como se observa en la Figura 2, ademas se realizaron cambios de medio cada

3 dias.

Figura 2. Cultivo de MSCs de tejido adiposo. MSC-AD cultivadas en medio estandar

en caja de 25cm?

4.3 LOCALIZACION

Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimico Biolégicas

de la Universidad Autbnoma de Sinaloa.
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4.4 DISENO EXPERIMENTAL

Cultivo

in Vitro

7 Dias

Penetracion

Colonizacion Morfologia

Microscopio Microscopio

Evaluacion

4.4.1 Ensayos de penetracion de las MSCs sobre los hidrogeles

En una caja de 24 pozos se colocé 1ml de los diferentes hidrogeles por triplicado como
se muestra en la Tabla 2, en la fila (A) el hidrogel de MEC-VU y en lafila (B) el hidrogel
de MEC-OB (las columnas 1, 2 y 3 fueron para la evaluacion a los 7 dias). Los
hidrogeles se irradiaron con luz UV durante 15 minutos y se dejaron gelificar durante

una hora en la incubadora.
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Tabla 2. Caja de cultivo de 24 pozos.

7 DIAS

1 2 3 4 5 6

A HV + Cel | HV + Cel | HV + Cel

B HO+ Cel HO+ Cel | HO+ Cel

Después de verificar la gelificacion se coloco 1ml de medio estandar y se dej6é 24 horas

en la incubadora a 37°C y 5% de CO2 como se observa en la Figura 3.
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Figura 3. Caja de cultivo con hidrogel y medio estandar. A) distribucién de los
grupos en la placa de cultivo. B) observacion de los hidrogeles con medio de cultivo

desde una vista lateral.

Al dia siguiente se colocaron 25,000 MSC-AD por pozo. Primero, las células MSCs se
desprendieron de la monocapa mediante un tratamiento de tripsina EDTA al 0.25% y
fueron incubadas a 37 °C en la incubadora de 3 a 5 minutos, una vez recuperadas se
colocaron en tubos cénicos de 15 ml y se centrifugaron a 1,500 rpm durante 10

minutos, se decanté el sobrenadante y se resuspendieron en 1 ml de medio estandar.
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Se determiné la concentracion y viabilidad celular como se observa en la Figura 4.
Primero se tomaron 10 pl de la suspensién celular en un tubo de 0.2 mly 10 pl de azul
de tripano al 0.4%, se homogenizo6 por pipeteo y se colocaron 10 pl en la camara de

Neubauer. Con ayuda de un microscopio Optico se cuantificaron las células vivas

presentes en cuadriculas exteriores de la camara y se determiné la cantidad de células
mediante la siguiente formula:

Cantidad de células = (promedio de células en las cuadriculas)(dilucién)(10%)

De esta manera se determind la cantidad de células presentes en la suspension

celular, por lo que mediante una regla de tres realizamos el calculo para obtener 25,000
células, las cuales fueron colocadas en cada pozo.
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Figura 4. Determinacién de concentracion y viabilidad celular. Camara de

Neubauer y tincion con colorante de exclusion de vitalidad azul de tripano.

Se realizaron las evaluaciones a los 7 dias. Primero, antes del procedimiento

histologico los hidrogeles se observaron en fresco en el microscopio Optico con una
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magnificacion de 10X para determinar la colonizacion en superficie y penetracion

celular.

Para la realizacion de los cortes histologicos el hidrogel se saco del pozo de cultivo
con una cucharilla y el fragmento de hidrogel se cortd a la mitad con un cubre objetos.
Estos se colocaron en forma vertical en un molde de aluminio con polyfreeze y se
congelaron exponiendo el molde con la muestra en nitrégeno liquido. Los cortes se
realizaron en un criostato ejecutando corte de un grosor de 90 ym, estos se pasaron a
una laminilla cargada con L-polilisina para facilitar la adherencia y se fijaron
sumergiendo la muestra en acetona a -20 °C durante 15 minutos. Por ultimo, se realizé
el procedimiento de tincion con H&E para confirmar la penetracion del hidrogel, figura

5.

4.4.2 Procedimiento de tincion H&E

Se cubri6 la totalidad del tejido con hematoxilina de Harris durante 1 minuto y se lavd
con suficiente agua destilada. Luego se sumergido en alcohol acido durante 15
segundos y se lavo con suficiente agua destilada. Enseguida se sumergié en solucién
de NaHCO3 al 0,01% durante 15 segundos y se lavd con suficiente agua destilada.
Posteriormente se sumergié en eosina durante 15 segundos y se deshidraté en alcohol
al 70% durante 15 segundos y luego en alcohol absoluto 2 veces durante 15 segundos.
Por ultimo, se pasoé a xileno durante 1 minuto, se dej6 secar y finalmente se montd en

Entellan new.
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Figura 5. Obtencién y procesamiento de la muestra. A) Remocién de hidrogel del
pozo de cultivo, B) Obtencién de la muestra del hidrogel fuera del pozo, C) Muestra de
hidrogel con corte transversal, D) Hidrogel en molde de aluminio con poly-freeze, E)
Congelaciéon de la muestra sobre nitrégeno liquido, F) Cortes de 90um en Cridstato,

G) Tincién de la muestra con H&E.
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5 RESULTADOS

5.1 OBSERVACION EN FRESCO DE LA COLONIZACION Y

PENETRACION CELULAR EN LA MEC

Se removid el hidrogel de cada pozo de la caja de cultivo para su evaluacion al

microscopio Optico de campo claro Figura 6.

Figura 6. Observacion en fresco del hidrogel al microscopio éptico. Hidrogel de

MEC-VU colocado al microscopio para su evaluacion.
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Tras 7 dias de cultivo de las MSC-AD sobre los hidrogeles de MEC-VU y MEC-OB se
logré observar sobre su superficie una gran cantidad de células con morfologia
fibroblastoide en una confluencia del 50% del area de cultivo. Ademas, fue posible
constatar que una parte de las células logro penetrar en el hidrogel y éstas, dentro del
hidrogel, exhibian la misma morfologia. Lo anterior, indica que el hidrogel permite la
adherencia, penetracion y proliferacion de las células y que éste no provoca efectos
citotoxicos figura 7. También, se observo una sola franja de migracion celular o mono
capa que se introduce dentro del hidrogel permitiendo el contacto entre las células

figura 8. Este comportamiento se logré observar en ambos hidrogeles, corroborando

que los hidrogeles de MEC son ambientes adecuados para la incorporacion celular.

Figura 7. MSC-AD en contacto con hidrogeles de MEC-OB a los 7 dias
observadas al microscopio 6ptico de campo claro. A) MEC-OB superficie a 4X, B)

MEC-OB corte transversal a 10X,
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Figura 8. MSC-AD en contacto con hidrogeles de MEC-VU a los 7 dias
observados al microscopio 6ptico de campo claro. A) MEC-VU superficie a 4X, B)

MEC-VU corte transversal a 10X.

5.2 CORTES HISTOLOGICOS TENIDOS CON H&E

Asi mismo a los 7 dias de cultivo se evalué la penetracion de las células en los
hidrogeles de MEC-OB y MEC-VU. Se realizaron cortes seriados de la muestra de 90
pMm y se tifleron con H&E. En los hidrogeles de MEC-OB las MSC-AD fueron capaces
de penetrar hasta una profundidad aproximada de 200 um (figura 9). Ademas, se
puede observar una gran cantidad de estas células en la superficie de los hidrogeles
y como las células penetran de manera ordena manteniendo su morfologia

fibroblastoide.
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Por otra parte, en los hidrogeles de MEC-VU las MSC-AD fueron capaz de colonizar
la superficie del hidrogel y éstas lograron penetrar hasta una profundidad aproximada

de 500 ym. Asi mismo, estas mantuvieron la morfologia fibroblastoide (figura 10).

158.615 ym

.

206.410 pm

Figura 9. Corte histolégico del hidrogel de MEC-OB tefiido con H&E a los 7 dias
de cultivo a 10X. Medicion de capacidad de penetracion de MSCs en hidrogel de

MEC-OB a los 7 dias de cultivo.
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Figura 10. Corte histoldgico del hidrogel de MEC-VU tefiido con H&E a los 7 dias

de cultivo a 10X. Gran profundidad de penetracién de las MSC-AD sobre el hidrogel

de MEC-VU.
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6 DISCUSION

La busqueda de un material ideal para la regeneracion de tejidos ha generado un
interés importante en los investigadores y se ha logrado desarrollar una gran cantidad
de materiales con este fin (2); actualmente se buscan estructuras tridimensionales
bioactivas, biodegradables y biocompatibles, altamente porosas para dar espacio a las
células y facilitar la vascularizaciéon del material. Ademas estos deben de contar con
propiedades mecénicas apropiadas para la regeneracion del tejido y que éste sea
capaz de atraer células al sitio de implante, incorpéralas a su estructura e iniciar una

la formacion de tejido nuevo (77).

De acuerdo con Young, Ibrahim (58) los andamios naturales obtenidos de 6rganos de
otros animales como ovinos, bovinos o porcinos son mas eficientes ya que
actualmente se ha demostrado que los andamios a base de polimeros sintéticos

enfrentan una reabsorcion muy rapida o una capacidad de diferenciacion limitada.

Sin embargo, cuando los injertos a emplearse son obtenidos a partir de tejidos estos
requieren de la remocion de las células. Silva-Benitez, Soto-Sainz (78), lograron
remover el contenido celular de la vejiga de cerdo empleando una combinacién de
soluciones quimicas y enzimaticas mediante inmersion del tejido. En nuestra
investigaciéon se utilizé el mismo proceso de descelularizacién para las MEC, lo cual
nos permiti6 emplear andamios libres de células. Esto proceso es crucial para la
remocién de las células y de contenido celular. Uno de los principales problemas que

surgen al momento de emplear aloinjertos o xenoinjertos es precisamente el desarrollo
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del rechazo inmunoldgico debido al reconocimiento de antigenos extrafios en este tipo

de andamios ocasionado que estos tengan que ser removidos.

De acuerdo con Soto-Sainz, Silva-Benitez (72), la MEC-VU porcina es un material
prometedor para la regeneracion de tejido ya que esta matriz es sumamente delgada
lo cual facilita su descelularizacion. Ademas, a pesar del tratamiento para la remocion
celular este mantiene los componentes principales de la MEC, entre ellos el colageno,
elastina, glucosaminoglucanos y componentes que se encuentran adheridos a esta
como diversos factores de crecimiento y citocinas que facilitan la adhesion,
proliferacion y penetracion celular en el andamio. Corroborado por diversos autores

(34, 49, 51, 53, 79).

Nuestro estudio concuerda con Karamzadeh, Eslaminejad (80), quienes mencionan
gue es factible utilizar MSC-AD ya que son de mas facil acceso y presentan excelentes
caracteristicas para colonizar los andamios, proliferar y posteriormente especializarse
hacia un linaje especifico permitiendo la formacién de un nuevo tejido. También se ha
reportado que las MSCs pueden ser obtenidas de otros tejidos entre ellos de pulpa
dental, medula 6sea, cordon umbilical, cornea, esdéfago, cerebro, higado, etc.
mostrando la misma capacidad de proliferacion y diferenciacién, sin embargo, la
obtencion de estas células se dificulta ya que se requiere de procedimientos mas

agresivos, complejos o no se podrian obtener del mismo individuo.

En el estudio realizado por Ma, Yang (74) en el que evaluaron el comportamiento de
las MSCs sobre un hidrogel natural y uno sintético, los autores demostraron que el
comportamiento celular esta influenciado por el tipo de hidrogel, donde se observo que

las células cultivadas en el hidrogel natural presentaron mayor capacidad de
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proliferacion y mejores propiedades osteogeénicas, por lo que aunado con nuestros
resultados podria hacernos pensar que los hidrogeles de MEC-VU y MEC-OB son
andamios que cuentan con las caracteristicas ideales para ser utilizados en la

regeneracion de tejidos.

Asi mismo, entre los distintos andamios obtenidos de MEC existen diferencias sobre
el comportamiento celular. En un estudio realizado por Wolf, Daly (59), se evaluaron
hidrogeles de MEC de dermis y de MEC-VU. Estos autores realizaron una evaluacion
in vitro con fibroblastos durante 3 y 7 dias, encontrando una mejor penetracion de las
células en el hidrogel de MEC-VU en comparacion con la MEC de dermis. En nuestro
estudio las MSC-AD mostraron gran capacidad para penetrar el hidrogel de MEC-VU
a los 7 dias hasta una profundidad aproximada de 500 um en comparacion con los
hidrogeles de MEC-OB donde las células lograron penetrar 200 ym aproximadamente.
Al igual qgue Chen and Thibeault (75) en nuestro estudio no se observaron cambios en
cuanto a la morfologia o viabilidad celular. Lo que indica que la aplicacion de estos
hidrogeles puede desempefiar un papel importante en la regeneracion de tejidos.
Quiza estas diferencias en los resultados de penetracion estén dadas por las
diferencias entre los componentes proteicos que se pueden encontrar entre los
diversos tejidos de donde se obtenidos la MEC. Por ejemplo, la MEC-VU esta
compuesta principalmente por colageno tipo I, glucosaminoglucanos, heparina, sulfato
heparan, sulfato condroitin, acido hialurénico y colageno IV y la MEC-OB formada en

su mayoria por colageno tipo I, proteoglucanos, glucoproteinas y colageno tipo V (53).

Tanto la adherencia como la migracion celular son procesos necesarios para que se

dé el proceso de colonizacion y penetracion de la estructura del andamio. Durante la
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adherencia celular se emplean diversas proteinas de anclaje entre las que destacan
las integrinas, estas son glucoproteinas transmembrana de la superficie celular que se
unen y reconocen una variedad de los componentes de la MEC, asi como algunas
moléculas de adhesidon celular como las proteinas de la familia de las Ig. Estos
receptores desencadenan la sefializacion intracelular al reconocer los componentes
de la MEC modificando el comportamiento celular. Por ejemplo, as integrinas a5p1 y
a4B1l que reconocen principalmente componentes como la fibronectina e integrinas
como a2B1 que reconocen el colageno. Estas interacciones promueven la traccion que
se requiere para la adhesion y migracion celular a través de la polimerizacion de los
filamentos de actina (81). Lee, Ishihara (82), describen como el inicio de la migracion
celular implica la formacion prolongaciones citoplasmaticas y la unidn al sustrato y
como estas interacciones adhesivas generan la traccion y la fuerza necesaria para el
movimiento celular. El paso final en el ciclo migratorio requiere de la liberacion de
adherencias en la parte posterior de la célula, con su posterior desprendimiento y

retraccion.

Ademas, para que se dé el proceso migracion celular se requiere de una serie de
enzimas para degradar la MEC estas son conocidas como metaloproteinasas de
matriz, Cascales and Alvarez-Gomez (83), mencionan que la degradaciéon de la MEC
ocurre por la intervencion de las metaloproteinasas de la matriz (MMP) como la
colagenasa o elastasa, las cuales estan implicadas tanto en procesos fisiologicos
como patolégicos. Las MMP constituyen una familia de endopeptidasas neutras
dependientes de zinc, capaces de degradar los componentes esenciales de la MEC.

Estas enzimas se pueden encontrarse unidas a la membrana celular o también pueden
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ser secretadas hacia el espacio extracelular y unirse a diversas integrinas, proteinas
como CD44, componentes como el heparan sulfato de los proteoglucanos o a el
colageno tipo 1IV. Quizas debido a que la MEC-VU contiene una mayor cantidad de
colageno tipo 1V, permitiendo una mejor interaccion entre las MMP de las MSCs y la
MEC para su degradacion. Ademas del colageno tipo IV la MEC-VU contiene en su
mayoria elastina lo que permite que las enzimas como la elastasa puedan ser
empleadas para la migracion celular en comparacion con la MEC-OB la cual contiene

en su mayoria colageno tipo | (52, 57).
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7 CONCLUSION

Los hidrogeles de MEC-VU y MEC-OB fueron colonizados por MSC-AD brindando el
ambiente adecuado para adherirse, colonizar y penetrar. Después de 7 dias, se logro
mantener morfologia fibroblastoide caracteristica de estas células, mostrando ser
biocompatible, no provocando efectos citotdxicos y manteniendo viabilidad celular.
Por lo tanto, estos andamios de MEC-VU y MEC-OB podrian ser utilizados como

sustitutos bioldgicos para la regeneracion de tejidos en futuras investigaciones.
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