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1. INTRODUCCION

La poca disponibilidad de o6rganos y tejidos existentes para ser
transplantados, que supera por mucho el numero de pacientes que !

necesitan, son problemas que han motivado al estudio de la medicit

regenerativa, la cual ha ganando gran impacto conforme aumenta el
conocimiento de los mecanismos naturales de la regeneracion de los tejidos
y asi para su aplicacion se disefian e implementan métodos que permiten la
regeneracion de tejidos dafados que de otra manera, serian reparados por

fibrosis (cicatrizacion).

Existen tres estrategias basicas en la medicina regenerativa:

e La inyeccién o trasplante de células para reemplazar el tejido dafiado
(terapia celular).

e La construccion de un tejido bioartificial u érgano para reemplazar el
original (ingenieria de tejidos).

e La induccion farmacologica de la regeneracion a partir de los tejidos

propios del organismo.

La creacion de tejidos y estructuras bioldgicas in vitro requiere un
considerable conocimiento de biologia celular para garantizar la
supervivencia, crecimiento y estimular su funcionalidad. En concreto
manteniendo ciertos requisitos durante el cultivo de la célula, como son,
oxigeno, pH, humedad, temperatura, nutrientes y el mantenimiento de la

presion osmatica, se garantizara la viabilidad de esta.

En los ultimos afios han surgido enfoques biolégicos basados en los
principios de la ingenieria tisular como alternativas a los tratamientos
convencionales, tratamientos como la administracién local de membranas

biocompatibles con células y factores de crecimiento, entre otros, ofrecen
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alternativas diferentes a las terapias de regeneracion periodontal ya

existentes.

La aplicacion mas eficaz en la ingenieria de tejidos hasta ahora ha sido el
desarrollo de tejidos muy parecidos a la piel. Como en los tratamientos
estéticos de pacientes que han sido severamente dafados por quemaduras,
en tratamientos radicales de recesiones de cancer, o en el tratamiento de

cicatrices.

La Ingenieria de tejidos no solo se ha limitado al area dermatoldgica, sino
que también ha incursionado en la odontologia, tal es el caso de la
Periodoncia; sobre todo en tratamientos mucogingivales como: cobertura
radicular en recesiones gingivales, aumento de tejido queratinizado y
regeneracion de papila interdental, por mencionar algunos tratamientos.
Dentro del campo de ingenieria de tejidos la utilizacion de matrices para
guiar la proliferacion de tejidos ha incluido los procedimientos de
regeneracion tisular guiada (RTG), la cual busca la nueva formacién de

hueso, cemento y ligamento periodontal.

Los substitutos de mucosa oral desarrollados hasta el momento incluyen los
que estan basados en substitutos monocapa, tomadas de queratinocitos de
mucosa oral de tejido epitelial o de piel humana cadavérica; substitutos
bicapa constituidos por una capa de tejido conectivo equivalente a la matriz
extracelular y otra capa semejante al epitelio, submucosa intestinal de cerdo,
la cual es tomada del intestino porcino, esta submucosa se encuentra entre

la capa mucosa y muscular del intestino.

Esta membrana estimula la produccion de tejido de granulacién y la
reepitelizacion de heridas de la dermis, ofreciendo grandes ventajas para

tratamientos como el manejo de ulceras en las venas.
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Muscle Layers

Submucosa

Mucosa

Corte transversal del intestino porcino

El SIS se extrae del intestino de forma que se remueven todas las células y

se deja intacta solamente la matriz compleja.

La reparacidbn y regeneracion de
tejidos a través de un andamiaje
natural como lo da la membrana de
submucosa intestinal de cerdo ha sido
analizada desde el punto de vista
bioquimico, porque contienen dentro
de sus propiedades, colagena (tipo I,
Iy 1V), glicosaminoglicanos (acido
hialurénico, condroitin sulfato A y B,
heparina y  heparan sulfato),
proteoglicanos y glicoproteinas

(fibronectina), los cuales se sabe que

Componentes bioquimicos de la membrana
de submucosa intestinal de cerdo

tienen un papel importante en la

reparacion y regeneracion de los tejidos del huésped; ademas de factores de
crecimiento que proporcionan un ambiente conductivo para la angiogénesis,

crecimiento y diferenciacion celular.
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2. ANTECEDENTES

La creacién in vitro de tejido vivo que se pudiera transplantar fue uno de los
objetivos mas importantes de la ingenieria tisular. Uno de los primeros
antecedentes realizados por bioingenieria en odontologia, consistio en el
cultivo de células epiteliales autélogas derivadas de una biopsia, utilizadas
como sustituto epitelial, lo cual abrié paso a la aplicacion de la Ingenieria de

Tejidos para tratamientos bucales’.

Hacia 1960 los avances en la ingenieria mecanica, quimica y eléctrica junto
con la investigaciéon en fisiologia y medicina empezaron a producir

dramaticos avances en el area de la salud.?

En 1965, Urist reporto la generacién de tejidos estructurados, lo cual significd
la autoinduccion de hueso.
En la década de 1970, Green describid6 una serie de experimentos

relacionados a la generacién de nuevo cartilago®.

Algunas de las primeras aplicaciones clinicas de células humanas logradas
por la ingenieria de tejidos datan de la década de 1980, con tejido epitelial
usando fibroblastos y queratinocitos cultivados en membranas bioldgicas.

En esta década es cuando comienzan algunos de los trabajos sobre
Regeneracion Tisular Guiada, la cual puede ser considerada como el
antecesor de la Ingenieria Tisular en la aplicacién de conceptos biolégicos

para tratamientos odontoldgicos >.

En 1988, Vacanti y cols., reportaron el trasplante celular usando matrices de
polimeros biodegradables. Un afo después, Wakitani y cols., lograron la
regeneracion de las superficies articulares de un conejo utilizando cultivos de

células alégenas embebidas en un gel de colagena®.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Conocer las caracteristicas de proliferacién celular, viabilidad metabdlica e
integracion histolégica de los fibroblastos gingivales sobre la membrana de
submucosa intestinal de cerdo en distintas condiciones como son la densidad

celular y tiempo de crecimiento en periodos de 24 y 48 horas.

4. JUSTIFICACION

El reconocimiento de la biologia del bioimplante de fibroblastos cultivados en
una membrana de submucosa intestinal de cerdo, nos optimizara los
fundamentos para una produccion e induccién ampliandose su uso como una

futura opcion en el tratamiento de deformidades mucogingivales.

12
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En 1991 Lohan van Dijik y cols., reportaron uno de los primeros estudios en
la siembra de fibroblastos cultivados para la regeneracion periodontal. El
estudio indicé que el cultivo de fibroblastos del ligamento periodontal es una
técnica util para formar una nueva insercion periodontal, ya que estimula la
formacion de tejido 6seo y evita que se forme epitelio de unién largo y una

reabsorcion radicular®.

Lianjia y cols., en 1993 observaron el papel de los odontoblastos en la
formacion de dentina en gérmenes dentales y en dientes permanentes. Los
hallazgos sugirieron que las proteinas morfogenéticas éseas (BMP), juegan
un rol importante en la diferenciacion de odontoblastos; ya que la pulpa
dental tiene la capacidad de generar dentina en respuesta a estimulos

nocivos, como la caries®.

En el 2000, Piniprato y cols., reportaron un caso clinico de aumento de encia
insertada; en la cual el procedimiento se aplicd en un paciente que mostraba
ausencia de tejido queratinizado en el primer premolar inferior izquierdo. Al
tomarse una biopsia de epitelio y tejido conectivo, se llevé al laboratorio y se
derivaron fibroblastos que después fueron sembrados en una matriz de
bencil-éster acido hialurénico. Quince dias después de haberse realizado la
cirugia, se observo tejido de granulacion sobre la membrana lo que indicaba
una buena vascularizacion, y a los dos meses el siti6 habia cicatrizado

reportandose aumento de tejido queratinizado’.

Dogan y cols., en el afio 2000, cultivaron células derivadas del ligamento
periodontal, con el fin de promover la regeneracion en defectos de la furca en
perros. Los resultados mostraron que los fibroblastos periodontales
promueven la regeneraciéon 6sea y la insercion de fibras del tejido conectivo

a la superficie dentinaria expuesta con la formacion de nuevo cemento®.
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Ese mismo afio, Goldberg y cols., demostraron la produccion de la pulpa
artificialmente creada con moléculas bioactivas y agentes inductores
condrogénicos en canales radiculares de molares superiores extraidos.

Este hallazgo ofrece cambios significativos en los tratamientos endodénticos”®.

Mas tarde en el afio 2003, Hou y cols., divulgaron un estudio para buscar
cuales eran los resultados a largo plazo de un injerto de hidroxiapatita con
fibroblastos gingivales cultivados en defectos periodontales en tres pacientes;
el estudio mostré que los sitios tratados con hidroxiapatita y fibroblastos
gingivales lograron una ganancia en la reduccién de la profundidad de la

bolsa periodontal, asi como en el nivel de insercién™.

Un afo después Nakahara y cols., utilizaron células derivadas del ligamento
periodontal para ser evaluadas histomorfolégicamente en una esponja de
colagena en fenestraciones Oseas en perros. Se encontr6 que la
regeneracion del cemento se lograba observar uniformemente en la
superficie radicular. Concluyendo que el uso de células sembradas induce la

regeneracion del cemento en la superficie radicular’”.

McGuire y Scheyer en el 2007 publicaron estudios de aumento de papila
interdental por medio de terapia celular. Los fibroblastos fueron extraidos de
una biopsia, cultivados y reintroducidos por medio de inyecciones en la
papila interdental para expandir el tejido papilar a través del propio proceso
del paciente para producir colagena. El objetivo principal de este estudio era
evaluar la eficacia de los fibroblastos autélogos cultivados en inyecciones
para el tratamiento de pérdida de papila interdental. Las areas tratadas,
mostraron un porcentaje de incremento de tejido a los dos meses después

de la cirugia'.
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Este mismo afo Novaes y cols., utilizaron una matriz dérmica acelular para
evaluar histolégicamente si los fibroblastos gingivales afectan el proceso de
cicatrizacion.

Se cultivaron fibroblastos derivados de un explante primario tomados de
tejido conectivo gingival de perros, posteriormente se sembraron en la matriz
dérmica acelular y se dejo otro grupo solo con la matriz sin fibroblastos
(grupo control). Los resultados indicaron que la cantidad de vasos
sanguineos era mas alta en el grupo de matriz dérmica acelular con
fibroblastos, concluyéndose el papel de los fibroblastos gingivales en el

funcionamiento del injerto al aumento de la vazcularizacion'.

En el 2008, Nakajima y su grupo de colaboradores publicaron un estudio
para investigar el efecto regenerativo de un injerto compuesto de una matriz
multicapa de fibronectina con fibroblastos gingivales modificados para
expresar fosfatasa alcalina (FN-ALP) en defectos periodontales creados en
ratas. Los resultados mostraron que la FN-ALP promovié la formacion de
hueso en fenestraciones formandose también ligamento periodontal vy
cemento. Este es el primer reporte en donde los injertos de fibroblastos
incrementan la formacion ésea y por lo tanto la regeneracion periodontal, sin

manipulacion genética™.

Actualmente una de las lineas de investigacidon de la ingenieria tisular
aplicada a la Periodoncia en la cirugia mucogingival, mediante el cultivo de
fibroblastos sembrados en una membrana, buscando la reconstruccion

tridimensional de los tejidos afectados’.
Monteagudo y cols., en el afo de 2009, desarrollaron injertos autélogos a

partir del cultivo de fibroblastos gingivales en una matriz biolégica para la

cobertura radicular como opcion para el tratamiento de recesiones gingivales.

10
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El seguimiento a los dos meses posteriores de la colocacion del bioimplante
mostraron buena epitelizaciéon y estabilizacion del tejido en la cobertura
radicular de algunos dientes, mientras que en otros no se mostré ganancia.
Concluyéndose la importancia del fenotipo de los fibroblastos para poder
reconocer y determinar qué tipo de actividad celular se puede llevar a cabo

en los sitios en los que se injerten las células’®.

11
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Comparar los niveles de proliferaciéon celular, viabilidad metabdlica e

integracion de fibroblastos gingivales en un modelo in vitro de un bioimplante.
5.2 Objetivos especificos

e Analizar la proliferacion celular y la viabilidad metabdlica en el

bioimplante por el método de reduccién del Bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT).

e Analizar histolégicamente la integracion de los fibroblastos en el

bioimplante, mediante tinciones de hematoxilina-eosina (H-E).

e Analizar todos estos parametros a 24 y 48 horas.

e Comparar la proliferaciéon celular y la viabilidad metabdlica en las dos

presentaciones de la membrana biolégica: fenestrada y mallada.

13
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6. MATERIALES Y METODOS

Descongelamiento y mantenimiento de fibroblastos criopreservados

Del contendor de nitrégeno liquido (-196°C) se sacaron tres viales, que
correspondian a 3 lineas de fibroblastos gingivales humanos distintas a un
milléon de células/ml en solucion criopreservadora (95% de SFB [suero fetal
bovino] y 5% de DMSO [dimetil sulféxido]) y se descongelaron en un bafio a
37°C, posterior a su descongelamiento se vertié el contenido de cada vial en
tubos conicos de 15 ml, a los cuales se les agregaron 5 ml de medio de
cultivo D-MEM (medio esencial minimo de Eagle modificado por Dulbecco,
por sus iniciales en inglés). Cada tubo cénico se centrifugd (1500 rpm por 5
minutos a 20°C) para retirar los excedentes de la solucién criopreservadora y
obtener un boton celular. Posteriormente se decanta la solucién y se agregan
10 ml de D-MEM al tubo cénico resuspendiéndose las células, enseguida la
suspension celular se siembra en una botella de cultivo de 75 cm? donde se
mantendran y creceran los fibroblastos. Las células se alimentaron dos veces
por semana con D-MEM suplementado con 10% SFB y una mezcla de
antibioticos y antimicotico (penicilina 10 000 U/ml, estreptomicina 10 mg/ml y
anfotericina B 25ug/ml).

Cuando las células alcanzaron la confluencia, se subcultivaron por

tripsinizacion.

a) Microfotografia a 100 X de un cultivo de fibroblastos gingivales en semiconfluencia. (Fuente directa)
b) Microfotografia a 100 X de un cultivo de fibroblastos gingivales en confluencia. (Fuente Directa)

14
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Se decanté el medio de cada botella T-75 en un vaso de precipitados y
enseguida se agregaron 5 ml de verseno (PBS [solucién amortiguadora de
fosfatos]-EDTA [acido-etilen-diamino-tetraacético]) y se enjuagd por un
periodo de 2 minutos, esto se hizo para atrapar los iones Ca™ y Mg*" y asi
debilitar la interacciones de la células por su actividad quelante, transcurrido
este tiempo se decantd la solucion. A continuacién se agregaron 5 ml de una
solucion de tripsina (0.25%) en verseno, la cual por su accion proteolitica
desprende a las células de la superficie de la botella, se siguido el mismo

procedimiento que con el verseno.

Posterior a esto se dan golpes secos con la palma de la mano en los bordes
de la botella T-75 para desprender las células, enseguida se toman 10 ml de
D-MEM y se enjuaga toda la superficie de la botella para levantar y
resuspender las células. De los 10 ml de la suspensién se derivaron dos
cultivos celulares, sembrandose 5 ml de la suspensién en una botella T-75
para obtener células que se criopreservaron cuando alcanzaron la

confluencia. De los 5 ml

SUBCULTURE OF MONOLAYER CELLS restantes sélo se
Confluent monolayer Sembraron 2m| en Otra

growing in flask after
about one week

;D’ botella para mantener
Cells spreading o Medium removed,

after a few hours .7\\\ _monolnyer washed .

1 ® X nPesA o fibroblastos que  se

V4 N utilizaran en los
Trypsin added J . .
:Ec,,.s —" w experimentos posteriores.
resh sk & T.':f.f: ::s"i‘:::ldl;ilm i ,
Las células se evaluaron
Cells resuspended Ej‘ . .
for counting and g PR al microscopio y se les

’ cambi®6 el medio de

Representacién del subcultivo celular

cultivo 2 veces por
semana. Se mantuvieron en condiciones de cultivo en una incubadora (37°C,
5% CO, y 95% de aire )*®.

15
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Es importante sefalar que este procedimiento se realizé con las 3 lineas
celulares (F-ULA, T. Bejarano, Lucia) de 3 a 4 pases (subcultivos) antes que

se sembraran los experimentos.
Método para criopreservacion de fibroblastos

Cuando se llega a la confluencia, los fibroblastos se desprenden por
tripsinizacion y el contenido de la botella se vierte en un tubo cénico de 15ml
se tomd una alicuota para contarlas en un hemocitbmetro, el resto se
centrifugo (1200 rpm por 5 minutos a 20°C) para obtener el boton celular. Se
resuspendieron en un volumen adecuado de medio para criopreservacion (5%
de DMSO y 95% de SFB), para obtener una densidad de un millon de
células por mililitro, repartidos por cada vial necesario. Los viales resultantes

se introdujeron al contenedor de nitrégeno liquido para su criopreservacion.*®

Obtencidn de fibroblastos gingivales humanos por método enzimatico

rapido

Bajo anestesia local se tom6 una biopsia excisional de 3mm de diametro a
1.5mm de profundidad de la zona de retromolar de un sujeto donador
voluntario.

El tejido gingival obtenido en condiciones de asepsia se transportd en un
tubo estéril de 50 ml con medio de cultivo (D-MEM 5ml) y una mezcla de
antibioticos y antimicético.

Ya en el laboratorio, en una campana de flujo laminar se colocaron 4 cajas
de petri P-60, en cada una de ellas se vertieron 3 ml de D-MEM para
enjuagar la biopsia y asi retirar los residuos de sangre y diluir al minimo la
posible carga bacteriana que pudiera existir; en la 42 caja el tejido gingival se

fragment6 con bisturi hoja No. 22 en porciones de aproximadamente 1 mm?.

16
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CHOPPING TISSUE

Tissue sample Chop with crossed scalpels Wash 2-3X4
in BSS to 2-3mm for warm trypsin
and to 0.5 - 1.0 mm for collagenase
and primary explants

Representacion de fragmentacion del tejido gingival

A continuacion se tomo el contenido de esta Ultima caja con una pipeta de 25
ml y se vacio en un tubo cénico de 15ml para centrifugar (1500 rpm por 3

minutos a temperatura ambiente).*®

Transcurrido este tiempo se decanto la muestra y se agregaron 5ml de
solucién de colagenasa IV al 0.25 %. Se llevo el tubo cénico para incubarse
en un bafio a una temperatura de 37°C por 2 horas, cada 15 minutos se agitd
la muestra en un agitador mecanico, para acelerar la disgregacion del tejido.
Al finalizar este tiempo, se centrifugd en las condiciones ya mencionadas. El
botdn celular obtenido se resuspendié en 4 ml de D-MEM suplementado con
10% SFB y una mezcla de antibioticos y antimicotico para sembrarse en una

botella de cultivo T-25 y se incubé en condiciones estandares 2.

Microfotografia a 100 X del cultivo
derivado a partir de la biopsia
gingival, después de 4 dias de
procesada. (Fuente directa)

17
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PRUEBAS PAR DETERMINAR PROLIFERACION CELULAR Y
VIABILIDAD METABOLICA

Ensayo de MTT

Este método ha sido utilizado para medir supervivencia, proliferacién celular

y citotoxicidad.

El ensayo esta basado en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto insoluble de color
azul (formazan), permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las
células tratadas.

La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan
producido. Los resultados son cuantificados a partir de los valores de la
absorbencia en densidades o¢pticas (DO) en un espectrofotometro a la
longitud de onda de 570nm, ya que es la longitud en la que se tiene el pico
maximo de absorciéon del formazan producido; este método muestra un alto

grado de precisién *°%° 2,

Cada una de las lineas celulares se sembraron en placas de 24 pozos,
utilizandose 12 pozos de cada placa para cada una de las lineas, y las
condiciones a evaluar fueron las siguientes: Densidad Celular (10 y 20 mil
células/cm?), tipo de membrana (mallada y fenestrada) y los controles
sembrados sobre el plastico del pozo. Todas estas condiciones se evaluaron

por duplicado y en los periodos de 24 y 48 horas.
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La disposicién en las placas fue la siguiente:

T. Bejarano

F-ULA

Fuente directa

Lucia

Fuente directa
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En estas condiciones se dejaron las placas en una incubadora en

condiciones estandares por los periodos de 24 y 48 horas.

Transcurrido el periodo de incubacion, se retiré el medio de cada uno de los
pozos y se agregaron 100ul de MTT estérii a cada pozo en una
concentracion de 5mg/ml. Habiendo terminado de agregar el MTT se regreso

la placa a la incubadora por un lapso de 4 horas.

Imagen que representa la forma en que se agrego6 la solucién de MTT a los cultivos celulares.
Fuente directa

Después de este tiempo se sacaron las placas de la incubadora y cada pozo
se enjuag6 dos veces con 500 ul de PBS. Posteriormente se afiadieron 500
pl de DMSO, esto con el fin de solubilizar el precipitado azul de formazan
generado por la actividad mitocondrial. Esta mezcla se agit6 vigorosamente
hasta su disolucion completa por un periodo de 40 minutos. Al término de
este tiempo se valoré espectrofotométricamente, la cantidad de formazan

producido en cada uno de los pozos.
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CARACTERIZACION HISTOLOGICA DEL BIOIMPLANTE

Se analizaron tres condiciones: tipo de membrana (mallada y fenestrada),
densidad celular (10 000 y 20 000 células/cm?) y tiempo (24 y 48 horas). La
disposicion fue la siguiente:

(
RAJ
1IVIn
=7
i 3

T W WA U -——

\ - W W W -

1!

Fuente directa
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6.1 Tipo de estudio

Estudio de tipo experimental para comparar los niveles de proliferacion
celular, viabilidad metabdlica e integracién de fibroblastos gingivales en un

modelo in vitro de un bioimplante.

6.2 Variables de estudio

Variables independientes:

e Tiempo: 24 y 48 horas

e Densidad Celular: Dos densidades celulares (10 000 y
20 000 células/cm?).

e Tipo de membrana: Membrana de submucosa intestinal de cerdo
(mallada y fenestrada).

Variables dependientes:
e Proliferacion celular.

e Viabilidad metabdlica.

e Caracteristicas histoldgicas.
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7. RECURSOS

7.1 Humanos

Un tesista, un tutor y un asesor

7.2 Materiales

e Agitador automatico

e Balanza Analitica

e Bafio con agitacion y control

de temperatura

Botellas de cultivo de 25 y

75 cm?

e Cajas de Petri P-60 (6cm @)
estériles

e Campana de Flujo laminar

e Centrifuga con refrigeracion

e Contador manual de células

e Criopreservador de
nitrogeno liquido

e Criotubos

e DMSO [dimetil sulfoxido,
(CH3)2S0O] al 100%

e Espectrofotbmetro

e Filtros de perinola millipore
estériles de 0.20um @ de
poro

e Hemocitbmetro

Incubadora  himeda vy
ambiente de CO;

Jeringas estériles de 10ml
Mango y hojas de bisturi No.
22

Medio de cultivo (D-MEM
suplementado con 10% SFB
y una mezcla de antibioticos

y antimicaotico)

Membrana fenestrada
(OASIS MR)
Membrana mallada
(OASIS MR)

Micropipetas

Microscopio optico de
contraste de fases Olympus
Microscopio invertido con
contraste de fases, Optica
de relieve y camara digital

Olympus
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Pipetas estériles de 1, 5, 10
y 25ml

Placas de cultivo de 24
pozos

Propipeta automética
Solucion de colagenasa IV
al 0.25%

Soluciéon  criopreservadora
(95% de SFB y 5 % de
DMSO)

Solucion estéril de MTT
(5mg/5ml de PBS)

Solucién de
paraformaldehido al 4%

Solucién de tripsina 0.4% en
verseno

Solucién de verseno
(EDTA+PBS)

Tres lineas celulares de
fibroblastos gingivales
humanos

Tubos estériles conicos de
15y 50ml

Vasos de precipitados de 10,
50y 100ml

7.3 Financieros

Todos los recursos materiales y de infraestructura se obtuvieron del
Laboratorio de Medicina Regenerativa y Terapia Celular de la Divisién de
Investigacion Biomédica del CMN “20 de Noviembre” del ISSSTE a cargo del

Dr. Saul Cano Colin.
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8. RESULTADOS

Ensayo de MTT

Fotomicrografia a 100 X de las células sembradas sobre plastico,
después de metabolizar el MTT a formazan (24 hrs).
Fuente directa

Fotomicrografia a 100 X de las células cultivadas sobre la membrana
mallada a las 24 horas en una densidad celular de 20mil cel/cm?.

Fliente directa
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Evaluacién de la proliferacion celular y viabilidad metabdlica de 3 lineas
de fibroblastos gingivales sembrados en dos tipos de membranas en

distintas densidades celulares en dos periodos de tiempo.
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Figural Fuente directa

Como se observa en la figura 1 y 2, no se ve afectada la viabilidad
metabodlica de las tres lineas celulares en ninguna de las condiciones
evaluadas (tipo de membrana, densidad celular y tiempo); ademas de esto,
en la figura 1, existen dos lineas celulares (Lucia, en la condicién de 20 mil
cellcm? P<0.05 y T. Bejarano, en la misma condicién [P< 0.005]) que
presentan una diferencia estadisticamente significativa, cuando se aplico la
prueba de T de student, respecto al tipo de membrana utilizada. Asimismo,

en la figura 2, se observa también una diferencia estadisticamente
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significativa (P<0.01) en la linea T. Bejarano, evaluado en la condicion de

20 mil cel/cm?.

EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR Y VIABILIDAD
METABOLICA DE 3 LINEAS DE FIBROBLASTOS GINGIVALES
SEMBRADOS EN DOS TIPOS DE MEMBRANAS EN DISTINTAS

DENSIDADES CELULARES

(48 HORAS)

2.0 4

B contral (plistico)

Il Membranamallada

. Memberana fenestrada
15 w20 mil celifem?®

A 40 mil celicm?

"P<0.01

1.0

) | | ‘ ‘ |

ABSORBEMCIA
(DO a 570 nm)

Lucia F-ULA  T.Bejarano

Figura2  Fuente directa

Respecto a la proliferacion celular, la figura 1 muestra que, de las tres lineas
evaluadas soélo T. Bejarano, en las dos densidades celulares (20 y 40mil
cel/cm?) proliferé atn después de las 24 horas transcurridas; por otro lado, la
figura 2 muestra que de las tres lineas celulares evaluadas, sélo dos de ellas
(F-ULA y T. Bejarano) proliferaron a las 48 horas. Como se puede observar

en los resultados cuantitativos presentados en la Tabla 1.
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Tabla 1. Cuantificacion espectrofotométrica de la absorbencia del

formazéan en dos periodos de tiempo en distintas densidades celulares.

24 horas 48 horas
Linea
Sustrato 20 mil 40 mil 20 mil 40 mil
Celular cellcm? celicm? celicm? cel/icm?
(DO) (DO) (DO) (DO)
Control 0.505 1182 0428 1204
{plimticn) +0.100 +0.056 20.065 0214
) Aesnbrarna 0228 0502 0.308 0.524
Lucia 2OOR HO0G 20.030 0167
Memnbrans 0415 0962 0.487 017
Fenestrada +0.001 10188 0080 10.388
Control 0.401 0385 0.288 0.519
(pidsiico) +0.017 0010 0230 10038
Mewmnbran= 0.309 0343 0.748 0810
F-ULA 10070 30108 20.030 +0.108
Membran= 0409 o485 1208 115
Fenestrada +H 077 H3 099G 3 688 0217
Control 0231 C.308 0173 0.430
{phimticn) +0.012 +0.03% +0.053 20147
) Membran= 0228 CA450 0477 0.801
T. Bejarano Mallsds 0,002 +0.080 20.012 +0.381
Mesnbrana 0432 o784 0.854 10894
Fenestrada +0.009 +0.121 30,050 +0.203
Tabla 1 Fuente directa
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Evaluacion de la Proliferacion y Viabilidad Metabdlica de tres lineas de
fibroblastos gingivales sembrados en dos tipos de membranas en

distintos periodos de tiempo.

Como se muestra en la figura 3, no se ve alterada la viabilidad metabolica de
las tres lineas celulares en ninguna de las condiciones estudiadas, y existen
diferencias estadisticamente significativas en dos lineas (F-ULA [P<0.01], en
las dos densidades celulares evaluadas y en T. Bejarano [P<0.001] en la

densidad celular de 20 mil celicm?).

X0 N pi

ABSQOREBEMCIA
(DO a 570 nm)

[}
h

EF-IIII\III\-—‘._"
m-

oo LNIDNL RNIDN BNENL

Figura3  Fuente directa

En las lineas F-ULA y T. Bejarano, observamos que hubo proliferacion
celular a las 48 horas, como se puede notar en los datos cuantitativos

presentados en la Tabla 2.
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Figura4  Fuente directa

En la figura 4 se hace evidente que no se vio afectada la viabilidad
metabodlica de las tres lineas celulares, en ninguna de las condiciones
probadas; ademas existen diferencias estadisticamente significativas en T.

Bejarano (P<0.005) en la condici6n celular de 20 mil cel/cm?.
Respecto a la proliferacion celular dos de las tres lineas (F-ULA y T.

Bejarano) muestran que continuaron proliferando, esto se observa mejor a

las 48 horas transcurridas (Tabla 2).
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Tabla 2. Cuantificacion espectrofotométrica de la absorbencia del
formazan en dos tipos de membrana en distintos periodos de tiempo y

a dos densidades celulares.

1183 | 1204 | 0502 | 0524 | 0952 | 0017

40 mitcelem® | $0.058 | 0214 | 20.009 | 30 167 | 30.198 | 10.368

0401 0286 0.309 0_748 0,469 1268

20 mitcelfem? | +0.017 | +0.239 | +0.070 | +0.030 | +0.077 | 10.688

FULA 0385 | 0.519 | 0343 | 0.910 | 0.465 | 1.115
10 milcellom® | 30010 | +0.038 | 20.108 | 0,108 | 3:0.09% | 20217

0231 | 0173 | 0228 | 0477 | 0.432 | 0.8
20 mitcelfem? | +0.012 | +0.053 | +0.002 | +0.012 | 20.091 | £0.050

0998 | 04358 | U400 | G801 .764 1054

40 milcelfem? | 10035 | 10147 | 10080 | +0.361 | +0.121 | 0203

Tabla 2 Fuente directa
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Evaluacion de la Proliferacion y Viabilidad Metabdlica de tres lineas de
fibroblastos gingivales sembrados en dos tipos de membranas en

distintas densidades celulares en dos periodos de tiempo.

EVALUACION DE LA PROLIFERACION CELULAR Y VIABILIDAD
METABOLICA DE 3 LINEAS DE FIBROBLASTOS GINGIVALES
SEMBRADOS EN DOS TIPOS DE MEMBRANAS EN DOS
PERIODOS DE TIEMPO

20— (DENSIDAD CELULAR 20 mil cellam?)

1.5 7 Bl control (plastico)
Membrana mallada

d II Membrana fenestrada
g E w 24 horas

85 10-

a : . 4k 48 horas

8 0 ‘P<0.01

g g

S 'P <0.001

0.5
0.0 - 3 — = —
v - v - - -
Lucia F-ULA T.Bejarano
Figura 5 Fuente directa

En la figura 5 no se ve afectada la viabilidad metabdlica de ninguna de las
tres lineas celulares y como podemos observar en dos de las tres lineas
(Lucia [P<0.01 y T. Bejarano [P<0.001]) hubo actividad proliferativa, siendo

mas notorio a las 48 horas en F-ULA y T. Bejarano.
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EVALUACI ON DE LA PROLI FERACION CELULAR Y VIABILIDAD
METABOLICA DE 3 LINEAS DE FIBROBLASTOS GINGIVALES
SEMBRADOS EN DOS TIPOS DE MEMBRANAS EN DOS
PERIODOS DE TIEMPO

159 (DENSIDAD CELULAR 40 mil cel/am?)

10 - B contra pldstico)
< ‘E [:] Membrana mallada
E 5 .I Membrana fenestrada
g w24 horas
8 Q A 48 horas
@ o
4 =

0.5 —

0.0 - : — . —

v F v s v .
Lucia F-ULA T.Bejarano
Figura 6 Fuente directa

Por otra parte en la figura 6 la viabilidad metabdlica no es afectada en

ninguna de las tres lineas celulares.
En la proliferacion celular sélo dos lineas (F-ULA y T. Bejarano) proliferaron a

las 48 horas respecto a sus controles, mostrando mayor actividad

proliferativa en la membrana fenestrada (Tabla 3).
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Tabla 3. Cuantificacion espectrofotométrica de la absorbencia del
formazan en dos densidades celulares en dos tipos de membrana y en

dos periodos de tiempo.

Linea 20 mil celfcm? 40 mil celfem?
Celular Sustrato

24 hrs 48 hrs 24 hrs 48 hrs

Cantrol 0505 04128 1183 1204
(plastico) 20100 10055 10056 0214

[Lorsfsy Membrana 0228 0.308 0.502 0524
Mallada +H3 036 +H0 030 H O H 167

Membrana 0415 0 497 [+8: -~ [+3-4Td
Fenestrada 3 001 +H0 (O +H2 198 0. 308

Control 0401 0286 0385 [+ ¥
(plastico) 10017 023 2 010 0 038

F-ULA Membrana 0309 0748 0343 0910
Mallads +3 670 0 (30 +0 108 +0 108

Membrana 0469 1268 0465 1115
Fenestrada 2 OFT ) 683 +0 099 H 217

Control 0231 o173 0308 o430
(plastice) 20.012 20053 +0.635 20147

T. Bejarano Membrana 0298 ac4ry 0450 [ ¥
Malladas +3 002 H) 012 +0 080 +H0_ 361

Membrana 0432 C.BS34 0784 10894
Fenestrada +0 008 =0 050 o121 HD 208

Tabla 3 Fuente directa
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Fig. 7. Fotomicrografia a 100 X
Fuente directa

La figura 7 nos muestra un bioimplante a las 24 horas después de haberse
sembrado los fibroblastos y 4 horas posteriores a la metabolizacién del MTT,

donde se puede observar su integracion en distintos planos.

Fig. 8. Fotomicrografia a 320 X de la Fig. 9. Fotomicrografia a 320 X de la
membrana, tefiida con H-E. membrana, tefiida con H-E.
Fuente directa Fuente directa
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Fig. 10. Fotomicrografia a 320 X de la membrana
mallada a las 24 horas de cultivo, tefiida con H-E.
Fuente directa

Las figuras 8 y 9 muestran un corte histoloégico de la membrana de
submucosa intestinal de cerdo, en donde se observan nucleos propios de la
membrana; sin embargo, no se puede observar la presencia de células
delimitadas por la propia manufactura de este material que se comercializa
como una membrana bioldgica acelular; comparandola con las figuras 10, 11
y 12 que muestran cortes histolégicos de dicha membrana en donde si se
observan células bien delimitadas, que corresponden a los fibroblastos

gingivales sembrados. (Zonas dentro de los circulos)
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Fig. 11. Fotomicrografia a 320 X de la membrana
mallada a las 24 horas de cultivo, tefiida con H-E.
Fuente directa

Fig. 12. Fotomicrografia a 320 X de la membrana
mallada a las 24 horas de cultivo, tefiida con H-E.
Fuente directa
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9. DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que en ninguna de las condiciones
evaluadas se ve afectada la viabilidad metabdlica de las lineas celulares
cultivadas en la membrana, ya que si las células son capaces de metabolizar
el MTT en formazén por su actividad mitocondrial esto es evidencia de que

las células estan vivas y por lo tanto la membrana no produce citotoxicidad.

Sin embargo, al analizar los niveles de proliferacion celular y viabilidad
metabdlica en los tres cultivos celulares, se observé que la respuesta celular
puede variar biolégicamente, al igual que los procesos fisioldgicos en
humanos, considerando que los cultivos celulares son de tres individuos
diferentes. Asi mismo, es importante sefalar que pese a las diferencias
previamente citadas, los objetivos de este estudio no se vieron alterados ya
que la viabilidad celular tanto en los controles y en las dos tipos de
membradas empleadas, no se vio alterada. Ademas, los resultados
obtenidos bajo la condicién de 20 000 células/cm? a 48 horas mostraron una
marcada proliferacion celular en comparacion a las otras condiciones

evaluadas, sobre todo aquellos obtenidos en la membrana fenestrada.

En términos del area total de la membrana utilizada, observamos que cuando
se cubrié el area del fondo del pozo con la membrana, los niveles de
proliferacion de las lineas fueron mayores que los controles crecidas sobre
plastico. Por lo mismo, cuando se cultivaron sobre un area menor no se
observé este incremento, lo cual podria implicar que las caracteristicas
bioguimicas de la membrana influyen en la actividad proliferativa de las
células, puesto que estd compuesta por una gran cantidad de moléculas

senalizadoras, tanto de matriz extracelular como de factores de crecimiento.
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Ademas, en este trabajo hemos demostrado que las células cultivadas sobre
la membrana de submucosa intestinal de cerdo se integran a ella en distintos
planos, lo que nos indica que hay una interaccion dinamica de las células con
dicha membrana; como se puede evidenciar en las fotomicrografias

presentadas.

Por consiguiente, debido a los resultados obtenidos podemos proponer que
es posible estandarizar la preparacién de un bioimplante de fibroblastos
gingivales cultivados en la membrana fenestrada, durante 48 horas a una
densidad celular de 20 000 células/ cm?, por ser las condiciones donde se

observé mayor proliferacion celular.

Con este conocimiento, probablemente se mejoraran los resultados al

aplicarse este bioimplante, en comparacién a los obtenidos anteriormente.
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10. CONCLUSIONES

e La membrana de submucosa intestinal de cerdo confiere las
condiciones metabdlicas 6ptimas de crecimiento de las células, sin

afectar su viabilidad metabdlica.

e El| area total de la membrana de submucosa intestinal de cerdo, sobre
la cual se siembran las células, influye directamente en la proliferacion

celular.

e Las células sembradas sobre la membrana de submucosa intestinal

de cerdo se integran a esta desde las 24 horas de cultivo.

¢ Las condiciones 6ptimas para el cultivo de células en la membrana de
submucosa intestinal de cerdo es de 20 000 células/cm? a 48 horas
en la membrana fenestrada, ya que se obtuvieron resultados de mayor

proliferacion celular.
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