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LISTA DE ABREVIATURAS

Ab Antibidtico

BMPs Proteinas morfogénicas de hueso

BMSC Células estromales de médula dsea (por sus siglas en inglés)
BSP Sialoproteina dsea

CD Grupos de diferenciacidn (cluster of diferentiaton)
DMEM Medio minimo esencial modificado por Dubelco
EDC 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carboimida hidrocloro
EDS Microanalisis por rayos X

Ge Gelatina

HA Acido hialurénico

IGF Factor de crecimiento de insulina

IL Interleucina

IR Espectroscopia de infrarrojo

LDH Deshidrogenasa lactica

MEB Microscopia electronica de barrido

MEC Matriz extracelular

MMPs Metaloproteinasas de matriz

MSC Células madre mesenquimales

OCN Osteocalcina

ODF Factor diferenciador de osteoclastos

OPG Osteoprotegerina

OPN Osteopontina

PLGA Acido polilactico glicdlico

PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
R1,2,3y4 Restilene marca de acido hialurérico

RANK Receptor activador de NFkB

RANKL Receptor activador del ligando NFkB

RGD Arginina, Glicina y Aspartato.

ROS Especies reactivas de oxigeno

SFB Suero fetal bovino

TGF Factor de crecimiento transformante

TNF Factor de necrosis tumoral

TRAP Fosfatasa acida tartrato resistente



CONSTRUCCION DE UN ANDAMIO DE GELATINA-ACIDO HIALURONICO Y
MICROESFERAS DE BMP-2 Y VEFG-1

INTRODUCCION: La reparacién de fracturas y de rellenos de defecto éseo hace necesario
la fabricacidon de matrices poliméricas biomiméticas entrecruzadas con la finalidad de semejar
al tejido a sustituir. Por otro lado, es importante sintetizar microesferas con factores de
crecimiento como la proteina morfogenética de hueso 2 (BMP-2) que induce la diferenciacién
de células estromales de médula ésea hacia osteoblastos, y el factor de crecimiento endotelial
vascular 1 (VEGF-1) para lograr posteriormente incorporarlos en un solo constructo.

OBIJETIVOS:

1. Construir un andamio de gelatina-acido hialurénico con distintas
concentraciones de 1 etil-3-(3-dimetilaminopropil) carboimida hidrocloro (EDC).

2. Elaborar las microesferas de BMP-2 y VEGF-1.

METODOLOGIA: Se utilizaron ratas Wistar Albinas de 250g para la obtencién de células
estromales de médula ésea para las pruebas de citotoxicidad. Se construyd por el método de
liofilizado los andamios de Ge-HA en una proporcidon de 80:20. Después se entrecruzaron por
12h en una solucién de alcohol con distintas concentraciones de EDC 6, 30, 50 y 60mM. Se
sintetizaron las microesferas con quitosdn-albumina a través de emulsién simple y reticulacion.
La caracterizacidn se realizd con Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) para evaluar su
morfologia; Espectroscopia infraroja para evaluar su composicién, con citometria de flujo se
evalud el tamafio de particula y finalmente con ELISA se verificé la presencia de los factores de
crecimiento en las microesferas de quitosan-albimina.

RESULTADOS: la concentracion de 50 mM de EDC fue la concentracidndptima para
entrecruzar los andamios de Ge-HA, debido a que mostré un tamafio de poro en promedio de
30.48um y no mostraron citotoxicidad. Las microesferas de quitosdn obtenidas por el método
de emulsidn simple y reticulacion, alcanzaron tamafios que van de 100nm a 5um, ademas

adsorbieron exitosamente los factores de crecimiento.



CONSTRUCTION OF THE SCAFFOLD OF GELATIN-HYALURONIC ACID AND
MICROSPHERES OF BMP-2 AND VEFG-1

INTRODUCTION: In order to effectively repair fractures and bone defects it is necessary
to construct scaffolds that may be used as support for bone cells and simulate three-
dimensional conditions of bone tissue. Scaffolds are made of polymers, which may be
crosslinked to improve their biological and physical characteristics. Moreover, to improve bone
repair it is necessary to create slow release systems of growth factors, thus, the constructing of
Chitosan microspheres that release bone morphogenetic protein 2(BMP-2) and vascular growth
factor 1 (VEGF-1) may induce differentiation of stromal bone marrow cells to osteoblasts and
endothelial cells, respectively.

OBIJECTIVES:

1. To develop a scaffold of gelatin-hyaluronic acid with different concentrations of
(1-ethyl-(3-3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride) (EDC).
2. To develop microsphere of chitosan with BMP-2 and VEGF.

METHODOLOGY: Albino Wistar rats of 250g were sacrificed and bone marrow stromal
cells were obtained from femurs and tibias. The cells were used to cytotoxicity test. Scaffolds of
gelatin-hyaluronic acid (Ge-HA) (80:20), were constructed by the method of freeze-drying.
Then, they were crosslinked with different concentrations of EDC (6, 30, 50 and 60 mM for 12h)
in an alcohol solution. Chitosan microspheres with albumin were synthesized through a simple
emulsion and crosslinking. The characterization of both, the and microspheres, was made using
Scanning Electron Microscopy (SEM) to evaluate morphology; Infrared spectroscopy to analyze
its composition; flow cytometry to measure particle size and finally the presence of growth
factors was evaluated with ELISA.

RESULTS: The best concentration of EDC to crosslink the scaffolds Ge-HA was 50mM and
the porous size average was 30.48um. It is noteworthy that no cytotoxicity was observed. The
size of the Chitosan microspheres was 100nm to 5um. The microspheres successfully adsorbed

the growth factors.
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I. INTRODUCCION

La pérdida de tejidos y el mal funcionamiento orgdnico, constituyen uno de los
problemas mas frecuentes y costosos para el sistema de salud. El tratamiento actual para este
tipo de alteraciones se basa en el transplante de érganos y/o tejidos o bien el empleo de
sistemas bioartificiales.

Uno de los tejidos que frecuentemente se ve afectado por algin accidente o una
enfermedad es el tejido éseo. En la actualidad, el injerto dseo es la técnica mas utilizada para
contrarrestar enfermedades en los hueso, especialmente en enfermedades periodontales; sin
embargo, la disponibilidad de los huesos para los injertos, asi como la necesidad de varias
intervenciones quirurgicas y la posibilidad de transmisién de enfermedades ha llevado a buscar
nuevas alternativas de tratamiento.

La medicina regenerativa es la disciplina que se encarga de la reparacién de tejidos,
reproduciendo los mecanismos que intervienen en la renovacién celular del organismo; la
estrategia ha seguir, es cultivar células del propio paciente o células madre sobre andamios en
un reactor y luego implantarlo en el paciente junto con factores de crecimiento. Por lo anterior,
el presente trabajo de investigaciéon hace uso de los fundamentos de medicina regenerativa e
ingenieria de tejidos para la construccion de andamios de origen natural, que puedan ser
empleados en la regeneraciéon de tejido dseo y que ademads formen parte de la matriz
extracelular del tejido, la gelatina y el acido hialurénico son los polimeros que se emplearon en
la construccion del andamio, los cuales fueron entrecruzados con una carboimida para
aumentar su tiempo de degradacion; ademds como elementos inductores, se elaboraron

microesferas de quitosan para la adsorcion de factores de crecimiento.



Il. MARCO TEORICO
2.1 TEJIDO OSEO

El hueso es un tejido conjuntivo especializado que se distingue de otros tejidos
conjuntivos, por la mineralizaciéon de su matriz organica. Desde el punto de vista histoldgico, el
tejido 6seo se compone de células y matriz extracelular. El hueso es un tejido altamente
vascularizado e inervado, que estd estructurado en laminillas de matriz dsea calcificada, las
cuales determina que el hueso sea clasificado como cortical o esponjoso. El hueso cortical,
también llamado compacto, estd formados por unidades estructurales denominadas osteonas,
en ellas se pueden localizar a las células osteoprogenitoras alrededor de vasos sanguineos.
Estas células proliferan y se diferencian a osteoblastos, al mismo tiempo que comienzan a
alejarse unas de otras por la sintesis y secrecidon de proteinas de matriz extracelular que se
estructura en forma de ldminas concéntricas que una vez calcificadas forman la osteona
cortical. Asi, los vasos sanguineos, alrededor de los cuales se formaron las osteonas, quedan
finalmente incluidos en un conducto llamado Havers. Una vez que los osteoblastos dejan de
sintetizar matriz organica dsea y esta se calcifica, se les llaman osteocitos. Los osteocitos se
comunican unos con otros a través de prolongaciones incluidas en la matriz calcificada. El
conductillo en el que estdn incluidas las prolongaciones de los osteocitos se denomina
canaliculos 6seos. Por otro lado, el hueso esponjoso, también llamado trabecular, lo
constituyen laminillas dseas en forma de red que delimitan cavidades areolares en cuyo
interior se encuentra médula ésea, también encontramos células osteoprogenitoras alrededor
de lo vasos sanguineos pero no forman las osteonas (Welsch, 2008; Wojciech, 2015;

Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil et al 2016).

CELULAS DE TEJIDO OSEO

Células osteoprogenitoras:

Las células osteoprogenitoras o células troncales déseas son células indiferenciadas
alargadas con citoplasma poco prominente, proceden de células mesenquimales primitivas y
forman una poblacién de células capaces de autorrenovarse y dar origen a osteoblastos
(Tresguerres Hernandez-Gil et al 2016).

Estas células se encuentran en las superficies externas (células periodsticas) e internas de
los huesos (células enddsticas) y como células de revestimiento de los conductos de Havers y
de Volkmann. En los huesos en crecimiento, estas células aparecen aplanadas y contienen un
nucleo alargado u ovoide palido y un citoplasma acidéfilo. Si las células osteoprogenitoras son

estimuladas, se diferencian en células secretoras mas activas: los osteoblastos, que tienen la



funcién de sintetizar a la matriz dsea organica, por ello se les conoce también como células
formadoras de hueso.
En el adulto, en condiciones de baja exigencia metabdlica désea, estas células se

encuentran en una fase de relativo reposo o latencia (Welsch, 2008; Fortoul 2010; Ross, 2015).

Osteoblasto

Los osteoblastos son células de 20-30 mm que se encargan de sintetizar la matriz dsea,
en una manera similar a como lo hacen los fibroblastos y los condroblastos. Proceden de las
células mesenquimales pluripotentes de la médula dsea, del endostio, del periostio y de la
region perivascular. Se caracterizan por secretar coldgena tipo | y la sustancia fundamental que
constituyen el hueso inicial no mineralizado u osteoide, a un ritmo de 2 a 3mm por dia, ademas
de expresar una gran actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP), que permite la
mineralizacion y calcificaciéon de hueso inicial a un ritmo de 1-2mm por dia (Tresguerres
Hernandez-Gil et al 2016).

Los osteoblastos tienen forma cuboidal o poliédrica debido a su distribucion
monoestratificada en la superficie donde se estd formando el tejido dseo. Su citoplasma es
marcadamente baséfilo y el aparato de Golgi, debido a su tamario, a veces se observa como un
area clara alrededor del nucleo. Con el microscopio electrénico se identifican prolongaciones
citoplasmdticas muy delgadas que atraviesan el osteoide producido y que se unen a
prolongaciones de otros osteoblastos por medio de uniones comunicantes o tipo nexo
(maculae communicans) que les permiten acoplar sus citoplasmas idnica y eléctricamente lo
gue permite el paso de iones como calcio y otras moléculas como citocinas o prostaglandinas.
Estas uniones estan formadas por conexones que a su vez estdn formados por proteinas
llamadas conexinas, siendo la principal de ellas la conexina 43. Ademas los osteoblastos poseen
moléculas de adhesién intercelular conocidas como integrinas mediante las cuales se unen
entre si y con proteinas de la matriz extracelular (Welsch, 2008; Fortoul 2010; Ross, 2015).

Los osteoblastos sintetizan, entre otras proteinas no coldgenas, macromoléculas de
proteoglucanos, glucoproteinas multiadhesivas, proteinas dependientes de vitamina K
osteoespecificas, factores de crecimiento y citocinas. Mas aun, tienen la capacidad de dirigir la
disposicidn de las fibrillas de la matriz extracelular y mediar la reabsorcién llevada a cabo por
los osteoclastos a través de la sintesis de citocinas especificas como TNFa.

La vida media de los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, al término de las
cuales pueden morir por mecanismos de apoptosis o bien madurar a células de revestimiento u

osteocitos (Welsch, 2008; Fortoul 2010; Ross, 2015).
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Osteocito

Los osteocitos son las células éseas encargadas del mantenimiento de la matriz. Los
osteocitos constituyen el estadio final desde la linea osteoblastica, puesto que una vez
mineralizada la matriz sintetizada por los osteoblastos, algunos de ellos quedan atrapados
dentro de ella, transformandose en osteocitos, por lo que se localizan inmersos en la matriz
dsea en regiones conocidas como lagunas u osteoplasmas. Los osteocitos tienen una tasa de
renovacion muy baja, poseen los mismos marcadores que los osteoblastos, pero al contrario de
los anteriores, expresan el marcador especifico CD44. Los osteocitos se comunican a través de
procesos citoplasmdticos mediante uniones tipo nexo o gap, estas prolongaciones
citopldsmicas estan localizadas en los canaliculos que estdn llenas de fluido 6seo extracelular
(Tresguerres Hernandez-Gil et al 2016). De esta forma, los osteocitos se organizan formando un
sincicio celular interconectado que representa una Unica estructura, con la ventaja de que
exista una gran superficie de contacto en el interior y hacia la superficie dsea, para asegurar
oxigeno y nutrientes. Por otro lado, los osteocitos también poseen la capacidad de sintetizar,
asi como de reabsorber, matriz dsea, contribuyendo a la homeostasis del calcio sérico, no
obstante, se cree que su funcidn principal es la de controlar el remodelado éseo, detectando
las variaciones mecdnicas de las cargas, fendmeno denominado mecanotransduccién(Ross,
2015;Tresguerres Hernandez-Gil et al 2016).

Los osteocitos tienen una vida media de 10 a 20 afios y su muerte podria ser por
apoptosis, por degeneracion/necrosis, por senescencia o debido a la actividad de remodelado
llevado acabo por los osteoclastos, lo cual tiene como consecuencia la reabsorcién de la matriz,
seguida por reparacién o remodelacion del tejido éseo debido a la actividad de los osteoblastos

(Welsch, 2008; Fortoul 2010; Ross, 2015).

Osteoclasto

Los osteoclastos son células eosindfilas multinucleadas grandes de 100um, con
abundantes mitocondrias y vacuolas. Su funcién principal es la reabsorcion de tejido dseo. Se
originan a partir de células progenitoras de granulocitos/macrofagos (GMP, CFU-GM)
localizadas en la médula ésea y adquieren sus multiples nucleos por varias replicaciones
nucleares sin que se lleve a cabo la divisién del citoplasma, o bien por la fusion de multiples
monocitos (Fortoul 2010).

Las células antecesoras de los osteoclastos se caracterizan por expresar c-fos y factor
nuclear kappa-beta (NF-kB), ademas del receptor activador del NF-kB (RANK), el cual interactua

con la molécula ligando de RANK (RANKL) que se produce y se expresa en preosteoblastos y
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osteoblastos. La interaccion entre RANKL y su receptor RANK produce la diferenciacion y
activacion de osteoclastos aumentando la reabsorcion dsea. Asi, para regular la resorcidon dsea,
los efectos del RANKL tanto in vivo, como in vitro son inhibidos por la osteoprotegerina (OPG),
proteina circulante producida por los osteoblastos y pre-osteoblastos perteneciente a la
superfamilia de los receptores de TNF. Otra molécula relevante que indicada la activacion de
los osteoclastos es la fosfatasa 4cida tartrato resistente (TRAP), la cual permite la
desfosforilacidon de las proteinas. Esta actividad enzimatica es aprovechada para identificarlos
tanto in vivo como in vitro (Ross, 2015;Tresguerres Hernandez-Gil et al 2016).

En relacion con su estructura, los osteoclastos tienen 3 especializaciones en la
membrana: la region basolateral, un borde en cepillo y una zona clara. La regién basolateral
estd involucrada en la exocitosis del material digerido. En contraste, en el borde en cepillo
tiene lugar la reabsorcion dsea. En este sitio, el pH es 4cido debido a la liberacion de iones (H+)
generados por la anhidrasa carbdnica Il y enzimas proteolicas como colagenasas,
metaloproteasas, catepsina K, glucuronidasas etc., implicadas en la solubilizacién de la matriz
organica primero y de la mineral después proceso que resulta en la resorcidn ésea. En relacién
a la zona clara, ésta se caracteriza por poseer una alta expresion de microfilamentos e
integrinas que sirven de anclaje a la matriz. Es de notar que las integrinas de los osteoclastos,
particularmente la aVB3, reconoce la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) existente en la colagena de
la matriz extracelular uniéndose de manera estrecha a ella. Esta unién contribuye, entre otros
mecanismos, a la formacidon de un sellado hermético en la regién del borde en cepillo
formando una depresidn poco profunda llamada laguna de Howship o laguna de reabsorcién

(Welsch, 2008; Fortoul 2010; Ross, 2015).

MATRIZ DEL TEJIDO OSEO

Matriz orgdnica

La matriz orgdnica constituye el 35% del hueso, estd formada por coldgena,
principalmente del tipo I, con pequefas cantidades del tipo Ill, V, XI, Xl y XlII, constituyendo el
90% de la matriz organica (Welsch, 2008).

La formaciéon de la coldgena que se da en el interior de las células comprende la
traduccidn de dos tipos de cadenas de péptidos que se sintetizan en los ribosomas del reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), las llamadas cadenas alfa-1 y alfa-2 llamadas procadenas a o
moléculas de preprocoldgena que contienen propéptidos globulares grandes en los extremos
aminoterminal y carboxilo terminal. Los polipéptidos recién sintetizados, como todas las

proteinas de exportacion, se localizan en el reticulo endoplasmico rugoso (RER) donde se llevan
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a cabo las siguientes modificaciones:

Escisién del péptido sefial amino terminal.

La hidroxilacién de los aminodcidos lisina y prolina, proceso dependiente de dacido
ascorbico (vitamina C) como cofactor.

Adicién de grupos sacaridos O-ligados a algun residuo de hidroxilisina (glucosilacion) y
sacdridos N-ligados a las dos posiciones terminales.

Formacidn de la estructura globular en el extremo carboxiterminal, la cual se estabiliza
gracias a los enlaces disulfuro, de manera que asegura la alineacién correcta de las 3
cadenas.

Formacidn de la triple estructura helicoidal con dos cadenas de alfa-1 y una cadena de
alfa-2 a través de enlaces de hidrégeno y disulfuro intracatenarios e intercatenarios.

Estabilizacion de la molécula helicoidal triple mediante la unién de la proteina

chaperona hsp47, dando como resultado a la procoldgeno. La procolagena es transportada

al aparato de Golgi, donde se empaqueta y es secretada por exocitosis a la matriz

extracelular.

Una vez fuera de la célula, la procoldgena peptidasa asociada con la membrana celular,

escinde los extremos no helicoidales de la procolagena para formar una molécula de colageno

maduro. Posteriormente, las moléculas de colagena se alinean para formar las fibrillas de

colagena, a través de reticulacion covalente por la lisil oxidasa que une residuos hidroxilisina y

lisina. Finalmente, las multiples fibrillas de coldgeno se asocian entre si para formar las fibras

de colageno (Ross, 2015;Tresguerres Hernandez-Gil et al 2016).

Por otro lado, el 10% restante de la matriz orgdnica del hueso contiene otras proteinas

(no colagenas) formadas por:

Proteoglucanos: estan formados por una proteina central con cantidades diversas de
cadenas laterales de glucosaminoglucanos como: el dacido hialurénico, condroitin
sulfato y queratan sulfato. Son responsables de la fijacidon de factores de crecimiento,
ademas de inhibir la mineralizacidn y contribuir a la resistencia de compresion.
Glucoproteinas: intervienen en la adhesién de las células dseas vy las fibras colagenas a
la sustancia fundamental mineralizada. Son varios los ejemplos de este tipo de
glucoproteinas, no obstante algunas de las mas importantes son:
+»+ La osteonectina es una glucoproteina con gran afinidad por la colagena tipo |, por el
calcio y por la hidroxiapatita. Representa el 25% de las proteinas no colagenas e
interviene en la regulacion de la adhesion celular entre la matriz y las células, por lo

gue es necesaria para la mineralizacién dsea.
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La fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosfato inorganico a partir de ésteres
fosféricos, necesario para la mineralizacion. Existen varias isoenzimas y, entre ellas
la dsea, que se han considerado un buen marcador de la actividad osteobl3stica.
Proteinas con el tripéptido RGD, también llamadas SIBLINGS (Small Integrin-Binding
Ligand, N-linked Glycoprotein) son fundamentalmente cinco: osteopontina,
sialoproteinas 6seas, fibronectina, trombospondina vy vitronectina. Son
glucoproteinas fundamentales en los procesos de remodelado y regeneracion
dseos, poseen una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD) que es reconocida por las
integrinas de los osteoblastos y los osteoclastos (aVP3, entre otras). También
actian como receptores de superficie de las células 6seas permitiendo la adhesion
de las células a la matriz extracelular y activando sefiales de proliferacién o
diferenciacidn celular.

Otras proteinas procedentes del plasma se encuentran en la matriz organica ésea.
Son la albumina y la a2-SH-glucoproteina, probablemente relacionadas con la

incorporacién del calcio a la matriz osteoide.

Proteinas dependientes de vitamina K osteoespecificas: incluida la osteocalcina, que

captura el calcio de la circulacién estimulando a los osteoclastos para el remodelado

6seo; la proteina S, que contribuye a la eliminacidn de las células que sufren apoptosis

y la proteina Gla de matriz (MGP), que participa en el desarrollo de las calcificaciones

vasculares.

Factores de crecimiento y citocinas como: el factor de crecimiento similar a la insulina

(IGF), el factor de necrosis tumoral a (TNFa), el factor transformante B (TGF-B), los

factores de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), las proteinas morfogénicas

Oseas (BMP), la esclerostina (antagonista de BMP) e interleucinas (IL-1 e IL-6).

La matriz orgdnica dsea juega un papel importante en el tejido dseo, ya que la ausencia

de cualquiera de las proteinas que la constituyen lleva a la aparicién de enfermedades (Welsch,

2008; Fortoul 2010; Ross, 2015).

Matriz Inorgdnica

El componente mineral del hueso representa el 65% del peso 6seo y realiza dos

funciones esenciales: sirve de reserva de iones y confiere al hueso la mayor parte de su rigidez.

Aproximadamente, el 90% del calcio del cuerpo, el 85% del fésforo y entre un 40 y un 60% del

total del sodio y magnesio del cuerpo se encuentra en los cristales minerales dseos.
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Estd fraccion mineral estd formada por calcio, fosfato y carbonato, el cual es
considerado quimicamente como fosfato cdlcico e hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH),). Es de notar
qgue la hidroxiapatita no se encuentra en forma pura, sino en combinacién con carbonato,
citrato, magnesio, sodio, fldor y estroncio. Entre los cristales de hidroxiapatita, existen espacios
ocupados por mucopolisacaridos, iones y liquido intersticial, ademas de una capa idnica cuya
funcidn es la de hidratar la superficie, constituida por carbonato, magnesio, sodio, citrato, etc.,
donde se lleva a cabo el intercambio idnico entre los minerales y el agua. En relacién con la
regulacion de la mineralizacion, las proteinas adhesivas la inducen, mientras que los
proteoglucanos, magnesio, ATP y pirofosfato la inhiben (Welsch, 2008; Fortoul 2010; Ross,
2015).

OSIFICACION
Es el proceso mediante el cual se lleva a cabo la sintesis de hueso a nivel embrionario.
Existen dos tipos de osificacién: intramembranosa y endocondral como a continuacién se

resume.

Osificacion intramembranosa

En la osificacion intramembranosa, caracteristica de la bdveda del craneo, el
mesénquima vascular condensado forma una membrana donde se depositan bandas de matriz
organica no mineralizada, las cuales se unen formando regiones de matriz ramificadas,
mientras que las células que originaron la matriz se encuentran en lagunas rodeadas de matriz
y se comunican con el exterior por medio de canaliculos. Posteriormente, células
mesenquimatosas migran hacia la zona de osificacién, donde se acumulan en la superficie de
las espiculas y trabéculas formadas anteriormente,se diferencian directamente en
osteoblastos, depositan matriz osteoide no mineralizada, y depositan fosfato calcico. Los
osteoblastos atrapados en su laguna se convierten en osteocitos, y se organizan en ldminas
concéntricas para formar osteonas. Grupos de osteoblastos forman los centros de osificacion y
la matriz producida en estos se calcifica con rapidez, mientras que las espiculas se van
engrosando y crecen en todas las direcciones (Welsch, 2008).

El primer hueso formado es el esponjoso (trabeculado) y sus espacios se rellenan con
mesénquima y vasos sanguineos, que mas tarde se modifican para formar a la médula dsea. El
depdsito continuo de hueso dentro de los espacios produce un hueso (denso) compacto, que
da lugar a las laminas de hueso compacto de las laminas, externa e interna de los huesos del

craneo; el hueso interpuesto entre las ldminas externa e interna forma el diploe.
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Algunos ejemplos de osificacion membranosa son: los huesos planos del craneo, parte de

la mandibula y la mayor parte de la clavicula (Ross, 2015).

Osificacion endocondral

En la osificacidn endocondral, la cual es caracteristica de los huesos largos de las
extremidades, el mesénquima forma inicialmente un molde de cartilago hialino que
posteriormente serd reemplazado por hueso. El molde cartilaginoso esta cubierto por
pericondrio y crece tanto de forma intersticial (crecimiento desde el interior de la matriz dsea),
como por aposicidon (crecimiento desde el pericondrio). En un hueso largo, el molde de
cartilago asemeja la forma del futuro hueso, presenta una porcidon central cilindrica y larga
llamada la diafisis, y contiene dos extremos voluminosos, las epifisis. Los centros de osificacién
primarios se localizan en las didfisis en donde los condrocitos se hipertrofian y producen
fostatasa alcalina, lo cual promueve el deposito de calcio en la matriz extracleular; a
continuacién los condrocitos mueren y la matriz se calcifica dando lugar a la formacién de
periostio. El cartilago hipertrofiado es penetrado por vasos, células sanguineas y tejido con
capacidad osteogénica (invasion vascular). De estos brotes se diferencian osteoblastos, que se
adhieren a la superficie de la matriz cartilaginosa muerta, formando al tejido éseo y dando
origen a los centros primarios de osificacién. A partir del centro de la diafisis, el collar dseo
subperidstico se engrosa y se extiende hacia los extremos (epifisis) del molde cartilaginoso. Al
mismo tiempo, la resorcidn del cartilago y la formacién de hueso también avanzan hacia los
extremos del molde. Este hueso central es transitorio y pronto es removido dando lugar al
canal medular (Welsch, 2008; Fortoul 2010; Ross, 2015).

Después, en las epifisis del molde de cartilago aparecen los centros secundarios de
osificacién (disco epifisiario), mientras que las masas cartilaginosas epifisiarias comienzan a
sustituirse por hueso, excepto en la zona de la futura superficie articular, donde persiste una
capa de cartilago y el disco epifisiario localizado entre la diafisis y cada epifisis, que permite el
crecimiento del hueso en longitud. Entre estos dos extremos se encuentran varias zonas
intermedias desde el lado epifisiario del disco y hacia el diafisiario, distinguiéndose las
siguientes zonas:

e Reposo o reserva: formada por cartilago hialino.

e Proliferacion: caracterizada por numerosas mitosis. Las células se disponen en hileras
paralelas al eje longitudinal del modelo cartilaginoso.

e Hipertrofia: las células aumentan de volumen y adoptan forma cuboidal.

e Calcificacion: en esta zona la matriz cartilaginosa se calcifica.
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e Resorcion: las células cartilaginosas mueren, al igual que las placas mas finas de matriz
calcificada. Las placas de matriz mas gruesas persisten y dan aspecto de panal.

e QOsificacion: los osteoblastos se disponen en la superficie de las laminas de matriz
cartilaginosa calcificada muerta y comienzan a depositar matriz ésea sobre estas.

Existe un equilibrio entre la formacién y la reabsorcién del hueso durante toda su
remodelacidn ulterior y como consecuencia de este proceso el canal medular se alarga.En
relacién con el crecimiento longitudinal, el hueso depende de la proliferacidon celular de los
condrocitos de la unién diafisis-epifisis. Cuando el crecimiento longitudinal del hueso cesa, el
disco epifisiario es reemplazado por tejido éseo, la diafisis y la epifisis se mantienen unidas y se
forma la metafisis. El fémur, hiumero, esterndn, peroné, y costillas, son ejemplos de este tipo
de osificacién. En el caso de las extremidades la osificacién comienza al final del periodo
embrionario y al nacer la mayoria de las diéfisis ya han sido calcificadas (Welsch, 2008; Fortoul

2010; Ross, 2015).

PROCESO DE MINERALIZACION

La mineralizacion fisiolégica de los tejidos duros, como el hueso, es un proceso
altamente regulado por las células y la matriz organica, en donde intervienen hormonas vy
factores de crecimiento como:

Hormonas tiroideas: Son producidas por la glandula tiroides, estimulan la sintesis de la

matriz osteoide por los osteoblastos y su mineralizaciéon, favoreciendo la sintesis del factor de
crecimiento parecido a insulina (IGF-1). No solo esta hormona estimula la sintesis de matriz,
también produce un efecto contrario, estimulando la reabsorcion dsea al aumentar el nimero
y funcién de los osteoclastos.

Parathormona u Hormona Paratiroidea (PTH): Producida en las glandulas paratiroideas,

es conocida como la hormona hipercalcemiante. dado que induce el aumento de la actividad
de los osteoclastos favoreciendo la reabsorcion ésea. La secrecién de la PTH estd controlada
por las concentraciones de Ca++ en sangre.

Calcitonina: Producida en las células C o parafoliculares de la tiroides, inhibe la
reabsorcidn o6sea, al reducir el nimero y la actividad de los osteoclastos; disminuye el
movimiento de calcio desde la matriz 6sea al liquido extracelular reduciendo con ello la
reabsorcion ésea; ademads incrementa el movimiento de fosforo del liquido extracelular al
hueso para el depdsito de matriz.

1,25(0H)2 vitamina D3 o calcitriol: Hormona esteroidea que favorece la absorcion

intestinal de calcio y fosfato; estimula la sintesis de la fosfatasa alcalina (ALP) y ATPasa Ca-

dependiente, por tanto estd relacionada de manera indirecta con la mineralizacion désea.
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Andrdogenos: Tienen efecto sobre los osteoblastos, ademas de promover su
diferenciacién, estimulan la produccidn de colageno e incrementan la expresién del ARNm del
pro-colageno tipo I. El efecto de los andrdogenos sobre la proliferacidn y diferenciacién de los
osteoblastos parece ser debido a la produccién local del factor de crecimiento transformante
(TGF-B) o por aumento de la sensibilidad a la accion mitogénica del factor de crecimiento de los
fibroblastos (FGF) y de la IGF11. El TGF-B estimula la actividad de la fosfatasa alcalina y la
produccién de colageno (Osuna 2016).

Estrogenos: La disminucién de la reabsorcién ésea es la accion mas importante de los
estrogenos sobre el remodelado éseo en el humano. Se ha postulado que la unién de los
estréogenos a sus receptores en los osteoblastos aumentan los niveles de osteoprotegerina
(OPG), proteina producida por los osteoblastos que inhibe la reabsorcion, por lo que podrian
jugar un papel importante en la regulacion de la osteoclastogénesis. Por otro lado, los
estrégenos favorecen la formacion dsea al aumentar el nimero y funcién de los osteoblastos
(Osuna 2016).

Progesterona: Aumenta la actividad de los osteoblastos.

Glucocorticoides: Inhiben la sintesis de IGF-I por los osteoblastos, y suprimen

directamente a la proteina morfogénica de hueso tipo 2 (BMP-2) y el Cbfal, factores que
intervienen en la osteoblastogénesis cuando son suministrados en dosis altas.

Hormona de Crecimiento (GH): Es una proteina secretada por la adenohipéfisis y actua

directamente sobre los osteoblastos estimulando su actividad, lo que produce un aumento en

la sintesis de coldgena, osteocalcina y ALP.

El proceso de mineralizacién de la matriz dsea orgdnica parece ser iniciado por los
osteoblastos mediante la formaciéon de vesiculas que estdn limitadas por una membrana,
dentro de ellas se forman cristales de hidroxiapatita que posteriormente son secretados hacia
la matriz extracelular en forma de pequefias vesiculas matriciales (50-250 nm). Estas vesiculas
son ricas en ALP, que se secreta solo durante el periodo en el que la célula produce matriz
Osea.

Para que la mineralizacién normal continle es necesario el equilibrio entre los niveles de
fosfato inorganico (Pi) y de pirofosfato inorganico (PPi) extracelular. EI PPi antagoniza la
habilidad del Pi para inducir la formacién de cristales de calcio y formar hidroxiapatita, por lo

tanto suprime la produccion de cristales (Welsch, 2008; Fortoul 2010; Ross, 2015).
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2.2 INGENIERIA DE TEJIDOS PARA REGENERACION OSEA

El término Medicina Regenerativa es un campo emergente interdisciplinario de
investigacion y de aplicaciones clinicas enfocadas a la reparacion, reposicidon o regeneracién de
células, tejidos u érganos para restaurar su funcién después de alteraciones variadas como los
defectos congénitos, enfermedad o incluso trauma. La Medicina Regenerativa utiliza una
combinacion de abordajes tecnolédgicos que van mas alld del tradicional transplante y terapias
de reemplazo. Estos abordajes pueden incluir, el uso de células troncales, moléculas solubles,
ingenieria genética y terapia celular avanzada. El término Medicina Regenerativa fue acuiado
en 1998 para describir el objetivo unificador de: Transplante de Células, Ingenieria de Tejidos y
la Transferencia Nuclear; no obstante, es frecuentemente confundido y nombrado como
Ingenieria de Tejidos. Es importante hacer notar que no son sindnimos, la Ingenieria de Tejidos
es un proceso previo que requiere de células, las cuales son sembradas y cultivadas en un
andamio biocompatible y biodegradable, que contiene los factores de crecimiento necesarios
para estimular el desarrollo de tejidos y drganos, pretendiendo que sean lo mds semejante al
tejido a sustituir. El témino Ingenieria de Tejidos ha sido usado desde 1985, debido a que los
investigadores combinaron los campos cientificos de la ciencia de dispositivos y materiales con
la biologia celular (Kim KH, 2011; Fang YL et al., 2014). Por lo tanto, la ingenieria de tejidos es
un drea reciente que se sustenta en conocimientos de bioingenieria, biologia celular y tisular,
biomateriales e inmunologia con el objetivo de inducir procesos de regeneracién de tejidos que
puedan sustituir a aquellos tejidos u érganos que han sido dafiados o que estan lesionados
(Sastre et al.,2000; Jha et al., 2011; Kavya KC et al., 2013).

Con relacidon al tejido 6seo, los defectos causados por trauma, reseccion de tumores,
degeneraciones patoldgicas o congénitas, ademas de fracturas no consolidadas; han llevado a
gue éste tejido sea el segundo mas trasplantado en humanos, por lo que los esfuerzos en
ingenieria de tejidos se han centrado en el desarrollo de constructos dseos que pueden ser
empleados para su implantacién (Ben-David et al., 2011; Jarquin et al., 2016).

En medicina regenerativa e ingenieria de tejidos hay tres elementos indispensables para poder
fabricar un tejido: moléculas como citocinas y factores de crecimiento, células troncales y o

progenitoras y andamios o soportes construidos con diferentes materiales.
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BIOMATERIALES

Uno de los puntos clave en la regeneracién de d6rganos es desarrollar estructuras
tridimensionales que sustituyan parte del érgano dafiado o actlien como vehiculo para
transportar células y moléculas a lugares concretos del organismo. Estos soportes se
construyen con materiales distintos en funcién de la estructura del érgano o tejido donde se
vayan a implantar. Se fabrican implantes metdlicos, de cerdmica, de polimeros naturales o
sintéticos y compuestos (Ben-David et al, 2011; Jarquin et al., 2016). En la actualidad, los
soportes que mas se utilizan son de naturaleza polimrica y en todos los casos tienen que
cumplir una serie de requisitos:

1. Tienen que ser compatibles con el organismo donde se van a introducir, es decir, no
generar rechazo ni dafios.

2. Tienen que tener una determinada vida media para desarrollar su tarea. En el caso de
las protesis que reemplazan parte de un érgano, el soporte debe ser permanente,
mientras que en otros casos puede tener una duracién limitada al tiempo necesario
para realizar su funcién, el cual puede ser de minutos o maximo en horas. En este
ultimo caso, es comun construir materiales biodegradables que poco a poco se van
degradando o disolviendo, por lo que en un tiempo determinado desaparecen del
organismo. Tienen que aportar las condiciones necesarias para realizar bien la funcién
a la que van destinados.

Los materiales deben ser aplicados especificamente y producir una adecuada respuesta
al huésped, es decir, el materia debe ser biocompatible, término acufiado en 1987, por la
Sociedad Europea de Biomateriales. A los materiales que son biocompatibles se les conoce
como biomateriales los cuales son usados en el servicio de la medicina para interactuar con los
sistemas bioldgicos induciendo una actividad bioldgica especifica, con el objetivo de poseer un
uso terapéutico: en el tratamiento de una lesidon o una enfermedad. En algunas ocasiones, se
utilizan biomateriales para el diagnostico de alguna patologia o bien para identicar los niveles
de algunas moléculas en sangre, i.e. el nivel de glucosa en sangre. Por lo que, ya sea un uso
terapéutico o diagndstico, el biomaterial siempre estara en contacto con fluidos bioldgicos y
debe poseer propiedades que satisfagan las exigencias de esa aplicacidon (Barroso e Ibafiez
2014).

Es importante mencionar que de acuerdo a su naturaleza quimica y textura, los
biomateriales pueden poseer mayor biocompatibilidad que otros, dado que se integran mas
facilmente al cuerpo y no inducen inflamacién (Anitua et al., 2010). Lo anterior es relevante,

dado que los materiales deben ser inocuos durante toda la vida del paciente en donde fue
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aplicado. Algunas veces, se forman productos a partir de reacciones de los biomateriales con
los fluidos corporales, no obstante estos productos deben ser bien tolerados, es decir, no
téxicos, por los tejidos circundantes da tal manera que la funcién del 6rgano o tejido no sea
afectada (Ben-David et al., 2011; Jarquin et al., 2016).

Como ya se habia mencionado, podemos encontrar diferentes tipos de biomateriales,
por lo que se clasifican en:

=  Metales y aleaciones

Los metales tienen una estructura cristalina, donde los elementos constituyentes estan
enlazados a través de enlaces metdlicos. En general son rigidos, ductiles o maleables, poseen
una buena conductividad térmica y eléctrica, sus dtomos tienen poca energia cinética, son
deformables con la temperatura o al aplicar una fuerza externa, ademdas de tener una
resistencia mecanica relativamente alta.

Por otro lado, las aleaciones son materiales obtenidos de diferentes metales con
caracteristicas metdlicas, en general superan o mejoran las propiedades de los metales que las
forman de manera individual.

La mayoria de los biometales o biomateriales metdlicos son considerados como casi
inertes, ya que su actividad bioldgica referente a formar una interfase hueso-implante es
menor a otros biomateriales. Los biometales son utilizados en implantes o soportes en donde
se necesita soportar cargas, debido a su alta resistencia mecanica. Por otro lado, también se
utilizan en aplicaciones cardiovasculares (stents). La biocompatibilidad de los biometales,
relacionada sélo con el material, esta determinada por la toxicidad, o generacidn de iones de
los metales individuales o en aleacidn; reacciones quimicas como corrosion y caracteristicas
estructurales como rugosidad, tamaino de grano y porosidad (Callister 1996; Barroso e Ibafiez
2014).

= Cerdmicos y vidrios

La palabra cerdmico viene del griego “keramicos” que significa “material cocido”. De
manera general estos materiales estdn compuestos por cristales inorganicos de naturaleza
arendcea o rocosa y estdn formados por metales y no metales mediante enlaces idnicos. Entre
sus diversas caracteristicas, destacan que son duros pero fragiles, tienen baja tenacidad y
ductilidad, son buenos aislantes eléctricos y térmicos, poseen resistencia estructural y baja
densidad. En general tienen altas temperaturas de fusion y son estables termodindmicamente,
es decir, a altas temperaturas no modifican su estructura y conservan sus propiedades.
Ademas, poseen alta resistencia a los ataques quimicos, por ello son resistentes a la corrosion.

Por otro lado, tienen la caracteristica de ser materiales porosos.
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El vidrio es un material amorfo ceramico, es decir, no tiene arreglos regulares. Los vidrios
tienen un elevado punto de fusién, por lo tanto sus cambios dimensionales durante
calentamiento y enfriamiento son pequefios. Ejemplos de biovidrios o bioceramicos empleados
en aplicaciones bioldgicas son la: hidroxiapatita, la zirconia, la alimina 1 y 2, biovidrios etc
(Callister 1996; Barroso e lbanez 2014).
= Polimeros

Los polimeros son estructuras formadas por varias unidades repetidas llamadas “meros”,
unidas mediante enlaces quimicos y se producen por un proceso denominado polimerizacién.
Los polimeros son macromoléculas orgdnicas estructuradas en cadenas con diferentes pesos
moleculares frecuentemente constituidos por moléculas derivadas del carbono. Algunas de las
caracteristicas de los polimeros son proporcionar buen aislamiento térmico y una buena
resistividad eléctrica, no obstante, cada polimero posee propiedades Unicas (Callister 1996;
Barroso e |Ibafiez 2014). Los polimeros pueden clasificarse de acuerdo a varias variables como a

continuacidon se menciona:

Tipo de cadena
— Lineal
— Ramificados
— Entrecruzados
—  Estrella
— Dendrimero

Estructura
—  Cristalinos
— Amorfos
e Origen
—  Natural
— Sintético
Composicion o tipo de mero
— Homopolimero
— Mondémero
— Copolimero
*  Copolimero aleatorio
*  Copolimero en bloques
*  Copolimero de injerto
Estereoregulacion (tipo de union en el espacio)
— Isotdctico
— Sindistdctico
— Atdctico
Peso molecular
— Hemicoloides
— Mesocoloides
— Eucoloides
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=  Materiales compuestos

Los materiales compuestos se forman cuando dos o mas materiales se mezclan para
obtener un biomaterial con mas propiedades que las encontradas en los componentes de la
mezcla por separado, por lo que las caracteristicas de los materiales compuestos dependen de
las propiedades de los materiales que lo constituyen asi como de su distribucién e interaccion
entre ellos. Generalmente se tiene por resultado materiales de caracteristicas excepcionales,

utilizados con gran auge en las diferentes industrias (Callister 1996; Barroso e |Ibafiez 2014).

BIOMATERIALES EN TEJIDO OSEO

Los avances experimentados en los ultimos anos sobre la manipulacidn, tratamiento y
conservaciéon de tejidos 6seo permiten ampliar las posibilidades de disponibilidad de injertos
de tejidos a partir de donantes humanos, ya sea vivos o cadavéricos, conocidos como
homoinjertos; sin embargo el éxito obtenido es limitado, debido, entre otros factores, a la
escasas donaciones de tejido y a las multiples disputas éticas. Por otro lado, a pesar de que los
injertos de tejido autdélogo o autoinjerto no induce el desarrollo de rechazo imunolégico, si
poseen importantes limitaciones en relacion con su disponibilidad, la morbilidad en la zona de
donde se obtiene el injerto, induccion de infecciones y en ocasiones resorcion dsea, ademas
del compromiso biomecdnico en el sitio donante. Asi, se ha optado por otra alternativa que ha
proporcionado buenos resultados en algunas aplicaciones, la cual es la utilizacion de
heteroinjertos o xenoinjertos, constituidos por tejidos u drganos procedentes de especies
animales, por ejemplo los de origen bovino, los cuales han sido empleados como material de
relleno y reemplazo de hueso humano (Sastre et al., 2000).

Por lo anterior, la evolucidn de los biomateriales en tejido dseo en los ultimos 60 afos se
ha dado a través de 3 diferentes generaciones, con el objetivo de buscar nuevas alternativas de
tratamiento (Navarro M et al., 2008; Pérez RA et al., 2012).

Biomateriales de la primera generacion: Son materiales bioinertes con bajo desarrollo en

una respuesta inmunoldgica de rechazo. Fueron disefiados para aplicaciones especificas en
tejido dseo como implantes para cadera, clavos para procesos de ferulizacion etc, esto debido a
sus propiedades fisicas. El titanio es uno de estos materiales, fue empleado por primera vez en
1940 como como sustituto dseo. Otros ejemplos son las aleaciones de Niquel-Titanio (NiTi), las
cuales aparecieron desde los 60s; las bioceramicas de primera generacién como la alumina, la
zirconia y algunas ceramicas porosas; las siliconas de goma, resinas acrilicas, poliuretano,

polipropileno y el polimetilacrilato. Una caracteristica comun a todos los biomateriales de
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primera generacién, fue que después de su implantacién en el organismo, una capa de
proteinas inespecificas se acumulaba sobre su superficie, induciendo en algunas ocasiones
fibrosis y en otras rechazo inmunoldgico (Pérez RA et al., 2012).

Biomateriales de sequnda generacidn: aparecieron entre 1980 y 2000 y fueron definidos

como materiales bioactivos y biodegradables, con la habilidad de interactuar con el ambiente
biolégico para incrementar la respuesta celular. Los mas comunes han sido los cerdmicos como
hidroxiapatita y beta-fosfato tricalcico, caracterizados por ser biocompatibles vy
osteoconductivos. Es de notar que ninglin metal empleado en ortopedia es bioactivo por si
mismo, sin embargo hay 2 formas de inducir esta bioactividad: la primera consiste en cubrirlo
con una superficie ceramica bioactiva y la segunda consiste en modificar quimicamente su
superficie con otro material bioactivo. Asi, algunos ceramicos han sido empleados con el
propésito de inducir bioactividad en el titanio.

Existen otros polimeros biodegradables de origen natural o sintético como el poli(acido
glicdlico) (PGA), poli(acido lactico) (PLA), polidioxano (PDS), poli-E-caprolactona (PCL), quitosan,
acido hialurdnico, entre otros, que han sido utilizados en aplicaciones ortopédicas, para la
fabricacion de suturas, barras, tornillos, sujetadores, etc. (Navarro M et al., 2008; Pérez RA et
al., 2012).

Biomateriales de tercera generacion: son todos aquellos materiales capaces de estimular

una respuesta celular especifica y tienen la capacidad de modificar el comportamiento celular,
estimulando la adhesién celular y la proliferacion. Estos biomateriales se han funcionalizado de
diferentes maneras, por ejemplo: se han afadido secuencias de péptidos miméticos de la
matriz extracelular que se unen a ligandos especificos de la células, liberan factores de
crecimiento o medicamentos que controlen el comportamiento celular a través de la

mecanotransduccién (Navarro M et al., 2008; Pérez RA et al., 2012).

HIDROGELES

Los hidrogeles son compuestos inteligentes porque pueden modular sus propiedades
superficiales y asemejarse al tejido a sustituir ya sea quimicamente a través de moléculas de la
matriz extracelular o gracias a sus propiedades fisicas como la rigidez; asimismo pueden ser
usadas para la liberacidon de moléculas terapéuticas externas como medicamentos, proteinas o
genes (Pérez RA et al., 2012).

Los hidrogeles han sido ampliamente estudiados como una alternativa para el relleno de
defectos dseos, fracturas de huesos largos y artroplastias entre otras, permitiendo la formacién

de nuevo tejido debido a que pueden promover la sintesis de proteinas de matriz extracelular.
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Los hidrogeles pueden ser de origen natural como colagena, gelatina, alginato, quitosan, acido
hialurénico o heparina; de origen sintético como poliéster, polietilenimina (PElI) o
polietilenglicélico (PEG); semisintéticos como PEG combinado con colesterol o polimeros con
material inorganico como PEG con hidroxiapatita (Nguyen and Alsberg 2014; Gibbs et al., 2016;
Poveda-Reyes et al., 2016).

Los hidrogeles elaborados con componentes naturales de la matriz extracelular
presentan algunas ventajas tal como la buena biocompatibilidad con el tejido, propiedades
viscoelasticas y estructurales semejantes a la matriz extracelular, ademas de facil degradacion
por enzimas presentes en el organismo. Otra ventaja es la mejora de la consistencia y
habilidad para modificar sus propiedades como la degradacion, ademads de facilitar la unidn
celular (Gibbs et al. 2016). Sin embargo, suelen ser inconsistentes en la hidratacion y en sus
propiedades elasticas, su tiempo de degradacién es muy corto y poca afinidad para encapsular
factores de crecimiento (Tsaryk et al., 2015, Gibbs et al., 2016).

En general, los hidrogeles son capaces de mimetizar la matriz extracelular facilitando la
adhesién, proliferacién, diferenciaciéon y sintesis de nueva matriz. Las proteinas
transmembranales como las integrinas son esenciales para el anclaje de las células a los
hidrogeles, lo cual da como resultado que las proteinas estructurales y de sefializacidon sean
reclutadas en el espacio intracelular formando un complejo de adhesion focal, implicado en un
cambio estructural y molécular en las células. En el caso de hidrogeles no adhesivos, éstos
suelen combinarse con péptidos como Arg-Gly-Asp (RGD), Asp—Gly—Glu—Ala (DGEA) o Pro—His—
Ser—Arg—Asn (PHSRN) que promuevan la uniéon celular mediante integrinas, colagena, gelatina,
acido hialurdnico, etc. Los hidrogeles también permiten la difusion de macromoléculas a través
de todo su espesor debido a que tienen alta afinidad al agua, asimismo poseen una estructura
porosa que se expande cuando se hincha, por lo tanto pueden ser utilizados como liberadores

de agentes activos (Pérez RA et al., 2012).

ENTRECRUZAMIENTO DE HIDROGELES

La mayoria de los hidrogeles necesitan ser entrecruzados para aumentar su rigidez y para
evitar su pronta degradacion en el cuerpo por hidrélisis o digestién enzimatica. Cabe seinalar
que si los hidrogeles no son lo suficientemente rigidos para balancear las fuerzas, tienen pocas
posibilidades de formar fibras de estrés dentro de las células, en contraste con aquellos
hidrogeles rigidos donde se da formacién de abundantes fibras de estrés, las cuales, son
caracteristicas de las células de tejido 6seo. Es importante enfatizar que la diferencia en el

arreglo del citoesqueleto (distribucién de las fibras de estrés o relacionados con la formacién
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de fibras de estrés) esta directamente relacionados con la rigidez del material y el

comportamiento celular, incluyendo movilidad, crecimiento y viabilidad (Pérez RA et al., 2012;

Nava MM et al., 2015; Poveda-Reyes et al., 2016).

Los diversos métodos para la construccion de andamios de hidrogeles se dividen en: el

entrecruzamiento fisico que controla la liberacidon de sustancias activas y el entrecruzamiento

guimico que relaciona 2 o mas polimeros entre si con factores de crecimiento o adhesion.

1.

2.

3.

4.

1.

Entrecruzamiento fisico

Autoensamblaje de polimeros en respuesta a la temperatura: Es uno de los métodos
mas usados. El Pluronic es un ejemplo caracteristico. Se trata de un polimero que en
solucidon acuosa a temperatura ambiente se autoensambla en forma de micelas y
posteriormente se gelifica como resultado de la asociacién de las micelas dentro del
cuerpo; éste polimero no tiene la capacidad de degradarse.

Autoensamblaje de polimeros en respuesta a pH y temperatura : Son los denominados
polimeros iénicos sensibles a pH y a temperatura. Pueden interactuar ionicamente con
factores bioactivos iénicos lo cual induce el cambio de fase acuoso a gel. La
temperatura y el pH también pueden inducir la formacion de geles. Oligdmeros
anidnicos de sulfametazina (OSM) son ejemplo de este tipo de geles.

Autoensamblaje de polimeros basados en complejos de inclusiones: Este tipo de
hidrogeles se forma mediante la mezcla de polimeros y ciclodextrinas, las cuales son
oligosacaridos ciclicos compuestos de unidades de glucosa.

Autoensamblaje de péptidos: Péptidos o proteinas se colocan dentro de la solucidn que
formara al hidrogel, logrando con ello emplearlos en areas biomédicas como hidrogeles
de liberacién controlada.

Entrecruzamiento quimico

Fotoentrecruzamiento: Se induce a través de la exposicidn del polimero a la luz visible o
ultravioleta (UV) en presencia de compuestos fotosensibles llamados fotoiniciadores.
La luz UV descompone a los fotoiniciadores, como el metacrilato o el acrilato, lo cual
induce la generacién de radicales libres dando lugar a un hidrogel fotoentrecruzado
con baja toxicidad. Ejemplo de ello es el hidrogel sintético de poli(alfa-acido hidroxi)-
PEG-poli(alfa-acido hidroxi) copolimero tribloque con terminaciones de grupos
acrilato.

Adicion Michael: lLa reaccion de Michael se forma entre los grupos tiol y
metacrilato/acrilatos o grupos vinil, ocurre rapidamente en condiciones fisioldgicas sin

reaccionar con grupos aminos de proteinas. Ejemplo de lo anterior es el hidrogel
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formado por la mezcla de PEG-acrilato con PEG-ditiol a wuna proporcion
estequiométrica de 1:1 y a pH fisioldgico, lo cual ocurre en contacto con tejido vivo,
moléculas biolégicas y células, permitiendo la liberacidén de factores de crecimiento.

3. Formacidn de Disulfuros: Son los polimeros con grupos tiol o tiomeros que pueden
formar uniones disulfuro inter y/o intramolecular a pH 5. Las uniones se forman a
través de la oxidacidn de grupos tiol en aire o agentes oxidantes, como el peréxido de
hidrégeno (H;0), peryodato de sodio (NalQ.), persulfato de amonio ((NH4)2S:0s),
hipoclorito de sodio (NaOCl) o borohidrato de sodio (NaBHa).

4. Reaccion con la base de Schiff: Es una reaccidon de condensacidon de aldehido con
grupos amina sin utilizar un catalizador. Los polisacaridos son frecuentemente oxidados
por reaccionar con NalO4 para crear un grupo aldehido dentro de su misma cadena.

5. Entrecruzamiento de enzimas: Es una excelente estrategia para el entrecruzamiento
guimico, porque es muy especifica y se puede inducir en medio acuoso en condiciones
fisioldgicas. Entre los agentes entrecruzantes estdn: el formaldehido, glutaraldehido,
carbodiimida soluble en agua, compuestos diepoxi, diisuccinatos y dextran dialdehido.
Sin embargo, en vista de la toxicidad de los agentes entrecruzantes, la carbodiimida
soluble en agua se usa preferentemente debido a que no se incorpora en la estructura
entrecruzada, simplemente cambia a un derivado de urea soluble en agua que tiene
muy baja citotoxicidad. El 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) es un
entrecruzante carbodiimida que a diferencia de otros, como el glutaraldehido, no
forma parte del producto final después de la reaccidn, por lo tanto, es menos
citotéxico. El EDC reacciona con los grupos hidroxilo de los biopolimeros para formar
una O-urea activa, la que reacciona con grupos amino para formar un enlace amida y
liberar isourea. Este ultimo es un subproducto de la reaccidn, soluble en agua que
puede ser retirado facilmente.

6. Otros métodos quimicos de entrecruzamiento: La genipina es un producto natural
aislado de la gardenia puede entrecruzar a través de grupos amino funcionales de

macromoléculas para formar hidrogeles biocompatibles.

El proceso de entrecruzamiento enzimdatico para los polimeros de origen natural es facil
de realizar, debido a que poseen grupos funcionales de manera natural que permiten la unién
entre ellos o con proteinas adhesivas a través de la formacion de enlaces covalentes (Nguyen

and Alsberg 2014; Poveda-Reyes et al., 2016; Jarquin et al., 2016).
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MATRIZ EXTRACELULAR

Los tejidos conjuntivos estdn formados principalmente por células y una matriz
extracelular (MEC). Esta ultima, entre otras caracteristicas, posee la capacidad de proporcionar
soporte a las células a través de motivos que se unen a receptores de integrinas, ademds es
insoluble y no tiene la capacidad de difundir. De manera tipica, la MEC esta constituida por
redes macromoleculares altamente hidratadas compuestas por glucoproteinas como colagena,
elastina, fibronectina y laminina; glucosaminoglucanos como 4cido hialurénico, condroitin 6-
sulfato, dermatan sulfato y heparan sulfato, ademas de agua; su composicidon y topografia
depende del tejido especifico y de su poblacidn celular. Estas macromoléculas han sido
empleadas para construir diferentes andamios tridimensionales buscando que sean lo mas
parecido a la MEC de distintos tejidos conjuntivos (Poveda-Reyes et al., 2016; Jarquin et al.,

2016).

Gelatina

La gelatina (Ge) es un producto proteico obtenido por hidrélisis parcial de colagena de
piel, hueso, cartilago o ligamento de todos los animales, sin embargo comercialmente se
prefiere que sea de ganado vacuno o porcino. La Ge puede ser utilizada en ingenieria de tejidos
por varias razones: es facil de extraer, es soluble en agua, es completamente reabsorbible en
vivo, sus propiedades fisicoquimicas pueden ser adecuadamente moduladas debido a la
presencia de varios grupos funcionales (glicina, prolina, hidroxiprolina, acido glutamico,
arginina, alanina, acido aspartico y otros aminoacidos), y no se ha demostrado que posea
antigenicidad (Hong SR et al., 2004; Grover CN et al., 2012). Por otro lado, las propiedades de
adhesién de la Ge son reguladas por secuencias de aminodcidos arginina-glicina-acido aspartico
(RGD), las cuales son reconocidas por muchas de las integrinas de adhesién celular presentes
en las células del tejido conjuntivo (Ruoslahti E 1996). Ademds, se ha demostrado que la
incorporaciéon de proteinas naturales a matrices tridimensionales mantienen mejor las
funciones celulares que cuando se agregan secuencias de aminodcidos cortas (lia X et al.,
2009). Mas aln, a temperaturas por debajo de 35 °C, la Ge tiene una estructura de triple hélice
equivalente a la de la coldgena en condiciones similares de temperatura, situacién que puede
inducir la formacion de los enlaces necesarios para construir una red tridimensional (Gil ES et
al., 2005)

Cuando se afiade agua, los granulos de Ge se hinchan y forman particulas que absorben

de 5-10 veces su peso en agua. Cuando alcanzan temperaturas alrededor de los 40°C, las
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particulas hinchadas se disuelven formando una solucién, que se transforma en gel después de
enfriarse. El porcentaje de solubilidad de la Ge es afectado por factores como la temperatura,
la concentracién y el tamafio de las particulas. Entre sus caracteristicas fisicas, la Ge es
insoluble en alcohol y en la mayoria de solventes organicos (Ben-David et al., 2011; Zhang et
al., 2011; Heris et al., 2012).

Asi, las propiedades de la Ge hacen de ella un candidato excelente e ideal para la
liberacion de farmacos y ser utilizada en ingenieria de tejidos (Zhang et al., 2011; Jarquin et al.,

2016).

Acido hialurénico

Los glucosaminoglucanos (GAG) han mostrado que influencian el comportamiento de
células del tejido conjuntivo y juegan un importante papel en el desarrollo y reparacion de
tejidos. Son facilmente esterilizables, son biodegradables y pueden ser sintetizados en amplio
rango de consistencias y formas (Liu et al., 1999).

Los glucosaminoglucanos (GAGs) son polisacaridos largos no ramificados, compuestos
por cadenas repetidas de disacaridos, que se integran por un azlUcar amino (N-
acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina) y un derivado de acido urdnico. Los GAGs se
clasifican en dos tipos: sulfatados y no sulfatados. Los GAGs sulfatados incluyen al queratan
sulfato, dermatan sulfato, hepardn sulfato y condroitin 4 y 6 sulfato. El acido hialurénico (HA)
es el Unico GAG no sulfatado, puede tener hasta 10,000 unidades de disacaridos repetidos y se
sintetiza en la cara citoplasmatica de la membrana celular por las sintasas de hialuronano, las
cuales ademas facilitan su salida hacia la matriz extracelular (Welsch, 2008; Fortoul, 2010).

El HA polisacarido de cadena larga es biocompatible y biodegradable, compuesto por
unidades de disacaridos repetitivas de acido D-glucurdnico y N-acetil-D-glucosamina que se
encuentra ampliamente distribuido en la MEC. Se ha demostrado que el HA estabiliza y
organiza a la MEC debido a las interacciones que tiene con otras proteinas y, asimismo, regula
la adhesion y proliferacion de células del tejido conjuntivo mediante interacciones con la
proteina CD44. Por otro lado, posee un papel importante en la organizacién y estructura de la
matriz extracelular, el transporte de iones y nutrientes y permite la difusion de liquido tisular
en el intersticio de los tejidos y érganos, ademds tiene una gran capacidad de retener agua en
un medio bioldgico. Aplicaciones biomédicas del HA incluyen la construccién de andamios para
la cicatrizacion de heridas y la ingenieria de tejidos, asi como el tratamiento de la artritis, como

componente de materiales de implante y promueve la diferenciacién de células madre a
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condroblastos y osteoblastos (Hu X et al., 2010; Jha et al., 2011; Zhang et al., 2011; Heris et al.,
2012; Jarquin et al., 2016).

Distintos hidrogeles fabricados con colagena/glucosaminoglucanos en forma de
esponjas, membranas o cubiertas, han sido desarrollados y usados en estudios en humanos y
animales como sustratos temporales para promover la regeneracién de distintos tejidos,

incluyendo al éseo (Liu et al., 1999; Grover et al., 2012; Jarquin et al., 2016).

2.3 PROCESOS DE ENCAPSULACION

La microencapsulacion es una propuesta novedosa en la que estdn inmersos una gran
variedad de compuestos bioactivos (farmacos, vitaminas, acidos nucleicos, péptidos, genes,
saborizantes, colorantes, aceites esenciales, nutrientes y pesticidas) en una matriz o un sistema
de membranas, permitiendo la obtencién de sistemas de liberacidon controlada. La sustancia
encapsulada es generalmente un liquido, pero también puede presentarse en forma sélida. El
producto obtenido mediante este proceso se define como microparticula ( Saez et al., 2004;
Saez et al., 2007) .

Las microparticulas son pequefios cuerpos menores a 1,000 micras, elaboradas con
polimeros u otros materiales de naturaleza biodegradable o no, que se emplean para
transportar distintos tipos de compuestos bioactivos. Con respecto a su morfologia y estructura
interna, las microparticulas se dividen en dos tipos: las microesferas y microcapsulas.

Las microesferas son sistemas que tienen una estructura de tipo matricial, donde las
sustancias encapsuladas pueden ser adsorbidas en la superficie de la particula o encapsuladas
en su interior. Por su parte, las microcapsulas son sistemas reservorio que poseen una
estructura morfolédgica relativamente simple, constituidas por dos elementos: el nucleo
interno, que contiene el compuesto bioactivo, y la membrana de revestimiento, por lo general
de naturaleza polimérica (Pakulsca et al., 2016; J6hannesson et al., 2016).

Los principales factores que pueden controlar la velocidad de liberacidn de los
compuestos bioactivos en las microesferas o microcdpsulas son:

= la cantidad de sustancia activa existente en la matriz.

= Laporosidad de la unidad de liberacion.

® Lalongitudy sinuosidad de los poros de la matriz polimérica.
= Lasolubilidad de la sustancia activa

Las razones que justifican el proceso de microencapsulacidon son variadas; sin embargo,
se pueden destacar las siguientes: asegurar la proteccion del principio activo, por ejemplo
aquellas sustancias sensibles a la luz; modificar la solubilidad del compuesto al encapsularlo,

proteger los principios activos incompatibles entre si y conseguir la liberacién sostenida o
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controlada de moléculas, la cual es la aplicacién mas frecuente (Andhariya and Burgess et al.,
2016).

METODOS DE ENCAPSULACION

Las técnicas de microencapsulacién para liberacion controlada en ingenieria de tejidos
estdn determinadas por las propiedades fisicoquimicas de la sustancia activa y del biomaterial
seleccionado, ademas de su aplicacién y funcionalidad. Se pueden clasificar en tres tipos,
encapsulacién por extrusidn, emulsiéon y secado por atomizacién (Saez et al., 2007; Pakulsca et
al., 2016).

= Fncapsulacion por extrusion

Esta técnica requiere de un dispositivo que forme gotas a partir de la solucién polimérica y el
principio activo, las cuales son depositadas sobre una solucién que contiene el agente
gelificante, quien induce polimerizacién mediante el mecanismo de gelificacién externa. La
principal limitacidon que presenta esta técnica es el gran tamafio de las microparticulas, que
dependen del diametro de la boquilla del dispositivo extrusor. Existen otros factores que
influyen en el tamafio y morfologia de las particulas, como por ejemplo: la distancia de
separacion de la boquilla a la solucidn, el efecto de la gravedad y la tensién superficial de la
solucién que induce la gelificacién. A pesar de todos estos factores, la técnica de
microencapsulacion por extrusion ha sido empleada tradicionalmente para la obtencién de
microcdpsulas con tamafios uniformes (Pakulsca et al., 2016; J6hannesson et al., 2016).

Recientes estudios demuestran que la aplicacién de esta técnica mejora notablemente al
incorporar dispositivos extrusores como boquillas multiples y discos aspersores, inyectores con
impulsos vibratorios e incluso con flujo de aire incorporado para la produccion masiva de
microparticulas (Saez et al., 2007; Pakulsca et al., 2016).

=  Fncapsulacion en emulsion

La técnica de encapsulacidn en emulsion se ha definido como el proceso de dispersion de
un liquido en otro liquido inmiscible donde la fase dispersa consta de la matriz que incluye el
componente a encapsular. La adicidn de un tensioactivo mejora la formacion y estabilidad de la
emulsion, asi como la distribucién de tamafio de las gotas. En este sentido, la preparacion de
microparticulas por emulsificacion puede llevarse a cabo empleando el mecanismo de
gelificacion externa o interna. Para el primer caso, la gelificacion externa en emulsién, consta
en la dispersion de una mezcla solucidn de polimero y un componente en una fase continua no
acuosa, seguido de la adicién de una fuente de calcio que al difundirse a la fase dispersa inicie
la gelificacidon permitiendo la encapsulacién, y a su vez, la desestabilizacidon de la emulsidn para

la separacién de las capsulas formadas. Mientras que, la técnica en emulsidon por gelificacion
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interna se fundamenta en la liberacion del i6n calcio desde un complejo insoluble o
parcialmente soluble en cuyo caso se adiciona un agente secuestrante, contenido en una
solucién de polimero-componente el cual es dispersado en una fase continua no acuosa
generando una emulsion agua en aceite (W/0). La liberacion del ion calcio ocurre con la adicién
de un acido organico soluble en la fase continua que al difundirse disminuye el pH del medio
solubilizando la sal y produciendo la gelificacién (Sdez et al., 2004; Saez et al., 2007; Pakulsca et
al., 2016; J6hannesson et al., 2016).

Para aumentar la estabilidad de las microesferas obtenidas por este proceso algunos
autores han incluido la reticulacién, la que ademds incrementa sus propiedades fisicas y
guimicas. La densidad de reticulacién del polimero es inversamente proporcional al grado de
hinchamiento, es decir, una densidad de reticulacién baja ocasionard una alta tasa de
flexibilidad e hidratacidn, que se asocia a una mayor area superficial de éste y en consecuencia
existird una mayor fuerza mucoadhesiva. Para mejorar la mucoadhesién de los polimeros
reticulados se puede incluir durante la formulacidn promotores de adhesién, tal es el caso de
cadenas de polimero libre y otros polimeros injertados en la red preformada (Saez et al., 2007;
Jéhannesson et al., 2016).

=  Fncapsulacion mediante secado por atomizacion

El secado por atomizacion ha sido una tecnologia ampliamente usada por la industria
debido a su reproducibilidad y economia. Ha sido usado para enmascarar sabores, aromas y la
encapsulacién de vitaminas. El procedimiento consiste en la preparaciéon de una emulsidon o
suspension que contenga al compuesto a encapsular y el material polimérico, el cual es
pulverizado sobre un gas caliente que generalmente es aire, promoviendo asi la evaporacion
instantdnea del agua y permitiendo que el principio activo presente quede atrapado dentro de
una pelicula de material encapsulante. Las microparticulas en polvo obtenidas son separadas
del gas a bajas temperaturas. Una de las grandes ventajas de este proceso es, ademads de su
simplicidad, que es apropiado para materiales sensibles a altas temperaturas debido a que los
tiempos de exposicién son muy cortos (5 a 30 segundos). A pesar, que la suspensiéon o emulsién
a pulverizar con la técnica de secado por atomizacién se ha limitado a formulaciones acuosas
(Pakulsca et al., 2016).

El uso de polimeros naturales de origen animal y vegetal como el alginato, el dextrano, la
goma acacia, el quitosan, albumina, caseina o gelatina se han utilizado ampliamente en el
proceso de encapsulacidn, su eleccidn se debe a su baja toxicidad, su solubilidad segun la via de
administracién y lugar de absorcion del principio activo (Sdez et al., 2004; Saez et al., 2007;

Pakulsca et al., 2016; J6hannesson et al., 2016).
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QUITOSAN

El quitosan es un polimero natural que se obtiene a partir de la quitina, la cual forma
parte de la estructura de numerosos organismos vivos como artrépodos, moluscos y hongos.
Estd constituida por unidades de 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucosa unidas por enlaces -
(1->4). La obtencidn de quitosan a partir de quitina se realiza por desacetilacidn, asi se conoce
como grado de desacetilaciéon al porcentaje de grupos amino libres en la molécula de quitosan.
Es de notar que la solubilidad y la bioactividad dependen del grado de desacetilacion. El
quitosdn es definido como la quitina que ha sido desacetilada en un 60-75% o mas, dejando
libre el grupo amino del carbono 2, en la mayoria de veces este proceso no llega al 100%, es
por ello que al quitosan se le considera un copolimero de 2- acetamido-2-deoxy-B-D-glucosa y
2-amino-2-deoxy-B-D-glucosa, punto en el cual se vuelve soluble Unicamente en soluciones
acidos organicos (Campos E. et al., 2013; Shu-Hua Teng 2015).

El quitosan, considerado un polimero catidnico, es biocompatible y biodegradable en el
organismo ya que es metabolizado por varias enzimas, especialmente la lisozima. En este
sentido, la industria farmacéutica lo ha empleado para la liberacion de farmacos, por ejemplo,
en regiones especificas del tracto gastrointestinal, gracias a sus propiedades mucoadhesivas
gue se originan al interactuar las zonas idnicas de los grupos aminos cargados positivamente y
la capa de moco cargado negativamente en la superficie intestinal. Los sistemas
mucoadhesivos constituyen una gran solucién, pues al utilizar polimeros con capacidad de
adhesién a membranas bioldgicas, crean un contacto intimo entre la formulacién farmacéutica
y el lugar de absorcién, favoreciendo la interaccién del farmaco con el organismo vy
aumentando de esta forma la biodisponibilidad y por tanto la efectividad terapéutica. Del
mismo modo, estos sistemas presentan numerosas ventajas, representadas por la disminucion
de efectos adversos y toxicidad asociada a la administracién de medicamentos.

Varios estudios han demostrado que la fuerza de adhesién aumenta con el grado de
desacetilacidon, que no es mas que el porcentaje de grupos amino libres que posee el quitosan,
por lo que mientras mayor sea la presencia de estos grupos mayor sera su fuerza adhesiva
(Campos E. et al., 2013; Shu-Hua Teng 2015; Pandolfi et al., 2016).

La presencia de grupos aminos en la molécula de quitosan, lo convierte en un
polieléctrolito catidnico con un pKa de 6.5. Por otro lado, la presencia de grupos hidroxilos,
permite la facil modificacién quimica de este polimero. Las variaciones en el peso molecular, el

grado de desacetilacion, pH, tipo de solvente, temperatura, pK, fuerza idnica y concentracién

33



del acido afectan las propiedades fisicoquimicas del quitosan, como su viscosidad y solubilidad;
ademas esto se relaciona con las diferentes funciones que puede realizar como agente
espesante, regulador de la viscosidad, agente ligante de color y vehiculo para liberacién, entre
otras aplicaciones.

Las propiedades bioldgicas del quitosan han permitido usarlo como un biomaterial en
forma de fibras, peliculas y membranas,se han disefiado andamios de quitosan-gelatina que
controla la liberacién de pequefias moléculas con la finalidad de aplicarlo en ingenieria de
tejidos (Paldolfi et al., 2016) ademads la industria biomédica y farmacéutica ha empleado el
quitosan en forma de microesferas y microcdapsulas para la liberacidon de principios activos o

factores de crecimiento (Shu-HuaTeng 2015; Campos E. et al., 2013).

FACTORES DE CRECIMIENTO: BMP y VEGF

Los factores de crecimiento son proteinas capaces de desencadenar sefiales bioguimicas
en las células y tejidos como la regeneracién de tejidos, la induccién de crecimiento,
proliferacién celular etc. Por lo que estos factores son usados como terapia para curar y/o
controlar diversas enfermedades.

La entrega de moléculas de sefalizaciéon para la regeneracidn dsea se ha centrado
principalmente en los factores que afectan directamente las vias de formacién ésea como son
las proteinas morfogéneticas de hueso (BMP).

Las BMPs comenzaron a utilizarse en 1889 con las investigaciones del cirujano americano
Senn, que utilizaba implantes dseos desmineralizados en la cirugia ésea restauradora, pero fue
hasta 1960 cuando el investigador Marshall Urest descubrié que los huesos alégenos
desmineralizados implantados entre el musculo formaban hueso nuevo. Posteriormente se
logré extraer a las BMPs y caracterizarlas, de tal manera que ahora se sabe que estos factores
de crecimiento pertenecen a la superfamilia del Factor de Crecimiento Tumoral Beta (TGFB) vy
gue poseen un peso molecular de 30KDa. Hasta la fecha se han aislado y clonado mas de 40
BMPs de diferentes tejidos, sin embargo, las proteinas que se han demostrado poseer actividad
osteoinductivas son la BMP2, la BMP4 y la BMP7. Las BMPs en general pueden inducir la
diferenciacidn a hueso y cartilago, son capaces de incrementar la formaciéon de hueso tanto
por osificacidn intramembranosa como endocondral (Hankenson KD, 2015) (Murray SS, 2016),
coordinando ademds muchos procesos de desarrollo durante la embriogénesis como la
formacidon de las capas germinales, la morfogénesis de tejidos y la diferenciaciéon celular

(Salazar VS, 2016)
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Las BMP son un grupo importante de factores de crecimiento 6seo, altamente
conservado entre especies. Pueden inducir la diferenciacion 6sea en modelos tanto in vitro
como in vivo, en especial, la BMP-2 ha usado ampliamente, de manera individual o en
sinergismo con el VEGF, incrementando el crecimiento del tejido dseo (Nisarg J. Shaha et al.,
2011; Li P et al., 2014).

Por otro lado, el VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular) es una glucoproteina
con un peso molecular de 34-46 KDa producida por varios tipos celulares en respuesta a
diversos estimulos. Actua sobre las células endoteliales a través de receptores de membrana
tirosina-cinasa especificos que funcionan por dimerizacidon u oligomerizacién, regulando de
esta manera funciones celulares como: proliferacidn, diferenciacidn, migracién y sobrevida
celular.

La familia de VEGF consiste en 7 proteinas diferentes: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-D, VEGF-E y
Factores de Crecimiento Placentario (PIGF) 1y 2. La VEGF-A es el factor mas estudiado e induce
la angiogénesis en una gran variedad de modelos in vivo. De esta proteina se conocen al menos
6 isoformas diferentes: 121, 154, 165, 183, 189 y 206. Es una molécula clave para la induccién
de la angiogénesis y vasculogénesis provocando proliferacion, brotacién, migracidn y formacién
de vasos sanguineos (Giovannini M, 2010) (LB, 2006) (Zachary, 2005).

El VEGF ademas de promover la angiogénesis, estd indirectamente relacionado con la
formacidn de hueso a través de la estimulacién de las células osteoprogenitoras, dado que se
ha observado la expresion de VEGF desde el dia 0 al dia 5 después de una fractura (Hankenson
KD, 2015). Asimismo, el VEGF se ha empleado para aumentar el nimero de vasos sanguineos
durante la formacién de tejido 6seo. La angiogénesis es requerida para el desarrollo de la
mayoria de los tejidos y es un componente importante a considerar para la medicina
regenerativa (Nisarg J. Shaha et al., 2011; Subbiah et al., 2015). Se han fabricado microesferas
de polietilenglicol con calmodulina a través de la técnica de suspensién acuosa de dos fases, a
las cuales se les agregd VEGF y BMP-2 durante el proceso de fotopolimerizacion, los autores
lograron una alta eficiencia de encapsulacion de 65,8 + 4,8% y 79,5 + 3,0% para VEGF y BMP-2,
respectivamente. (William King et al., 2011).

En la actualidad se han empleado polimeros biomiméticos de la matriz extracelular del
hueso como el quitosdan que tiene una estructura quimica similar al acido hialurénico para
evitar el desarrollo de una respuesta inmunolégica en el huésped (Shu-Hua Teng 2015, Nyberg
E et al.,, 2016); Ademas, Mantripragada y cols. 2016, lograron la nueva formacién de hueso en
defectos femorales de ratas a través de una solucidn de microesferas de quitosano con BMP-7,

reduciendo con ello el tiempo de cicatrizacién dsea a 12 semanas.
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Asi, es claro que un desarrollo y regeneraciéon efectivas del tejido dseo en ingenieria de
tejidos, requiere el empleo de factores de crecimiento que estén involucrados en Ia
diferenciacidn celular y la formacion de redes microvasculares.

lll. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

Los andamios construidos de polimeros naturales como la Ge y el HA requieren de
agentes entrecruzantes como el EDC para estabilizar sus cadenas y evitar su pronta
degradacion, sin embargo, no se tiene bien establecida la dosis del entrecruzante EDC, por lo
qgue se hace necesario conocer las concentracion ideales del EDC como entrecruzante de
andamios de Ge-HA.

Por otro lado, ademds de las concentraciones de trabajo ideales del EDC para la
elaboracion de andamios de Ge-HA, también es importante considerar el tipo de 4acido
hialurénico, estabilizados y no estabilizados, utilizados para fabricar andamios de Ge-HA con el
objeto de verificar si se inducen cambios estructurales en los andamios.

Aunado a lo anterior, los andamios realizados con biopolimeros empleados en
regeneraciéon ésea necesitan ser osteoinductivos, por lo que, la adicion de factores de
crecimiento es importante para eficientar esta caracteristica, sin embargo, la liberacidn de los
factores de crecimiento debe ser controlada por lo que es necesario integrarlos junto con el
polimero, como el quitosan en forma de microesferas, para evaluar cuales son las condiciones

del polimero para adsorber los factores de crecimiento.

PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1. ¢éCudl es el efecto de diferentes concentraciones de EDC sobre los andamio de Ge-HA?
2. ¢Diferentes HA estabilizados previamente, modificaran la composicién de los andamos
Ge-HA entrecruzados con EDC?
3. ¢Cudles son las condiciones que influyen en la sintesis de microesferas de quitosan

para que tengan la capacidad de adsorber factores de crecimiento?

IV. JUSTIFICACION

La reparacion de fracturas y el relleno de defectos éseos hace necesario la fabricacién de
matrices de origen natural o sintético entrecruzados que posean las caracteristicas funcionales
necesarias que favorezcan la adhesién y la proliferacién de las células dseas. Asimismo, se
requiere de la liberacion controlada de factores de crecimiento que promuevan la

diferenciacidn de células mesenquimales hacia osteoblastos y, que al mismo tiempo, induzcan
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la generacion de vasos sanguineos para permitir una mejor reparacién de las fracturas o de los

defectos dseos.

V. OBJETIVOS

5.1 GENERALES
=  Construir un andamio de gelatina-acido hialurénico con distintas concentraciones de
EDCy con diferentes tipos de HA.

= Elaborar microesferas de quitosan que liberen BMP-2 y VEGF-1.

5.2 PARTICULARES
= Caracterizar a los andamios de gelatina-dcido hialurénico con diferentes
concentraciones de EDC con relacién a su porosidad, composicidon quimica, capacidad

de absorcidn de agua y citotoxicidad en células estomales de médula dsea (BMSC).

=  Obtener BMSC de médula ésea de rata y caracterizar la poblaciéon de células madre

mediante la expresién de los marcadores CD44, CD73, CD90, CD105, SSEA4 y STRO I.

= Fabricacién de microesferas de quitosan mediante la técnica de emulsidn vy

reticulacion.

= Caracterizar alas microesferas de quitosan con relacién a su forma y tamafio.

= Verificar la presencia de VEGF y BMP2 en las microesferas de quitosan.
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VI. HIPOTESIS

Hipétesis de trabajo 1:
Las concentraciones de 6, 30, 50 y 60mM de EDC incrementaran el entrecruzamiento
entre Ge y HA, provocando cambios en el tamafo de poro, la capacidad de absorcion y la

biocompatibilidad de los andamios construidos.

Hipétesis nula 1:
Las concentraciones de 6, 30, 50 y 60mM de EDC no incrementaran el grado de
entrecruzamiento entre Ge y HA, y por lo tanto no provocaran cambios en el tamano de poro,

la capacidad de absorcidn y la biocompatibilidad de los andamios construidos.

Hipétesis de trabajo 2:
La composicion quimica de los andamios de Ge-HA dependerad de la fuente de HA

empleada.

Hipétesis nula 2:
La composicion quimica de los andamios de Ge-HA no dependera de la fuente de HA

empleada.

Hipétesis de trabajo 3:
La concentracidon de quitosdn, tensoactivo y glutaraldehido influirdn en la sintesis de

microesferas a través el método de emulsidn y reticulacion.

Hipétesis nula 3:

La concentracion de quitosan, tensoactivo y glutaraldehido no influiran en la sintesis de

microesferas a través del método de emulsidn y reticulacion.
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VIl. METODOLOGIA
7.1 TIPO DE ESTUDIO

El trabajo de investigacion es Experimental, Longitudinal y Prospectivo.

Obtencion de células estromales de médula 6sea
(BMSC), cultivadas en medio DMEM, F12 y
DMEM/F12. Caracterizacion de células madre con
STRO |, CD44, SSEA4, CD73, CD105 y CD90
mediante citometria de flujo

Construccion de andamios de Ge-HA con diferentes

concentraciones de EDC sembrados con BMSC,
analisis de citotoxicidad con LDH, capacidad de
absorcion, cuantificacion de nimero y tamaio de
poro con MEB y programa Image Pro Plus

Construccion de andamios de Ge- con diferentes HA,

caracterizacion con IR, MEB, EDS, cuantificacion de
numero y tamaiio de poro con Image Pro Plus.
Sembrado de BMSC.

Sintesis de microesferas de Quitosan a través del

método de emulsidn y reticulacidn; caracterizacion
con RAMAN, tamaio y forma de particula MEB,

encapsulacion de factores de crecimiento BMP-2 y
VEGF y anadlisis de su presencia a través de ELISA.
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DEFINICION DE VARIABLES

VARIABLE DEPENDIENTE

VARIABLE INDEPENDIENTE

Definicion Conceptual

Definicion Operacional

Definicién Conceptual

Definicion Operacional

Ge Del lat. gelatus 'helado'. Es un polimero natural obtenido de | HA Es un polisacarido del tipo de | Obtenido de 2 marcas comerciales
f. Sustancia sdlida, incolora y transparente | la piel de bovino, marca Sigma glucosaminoglucanos con = R1:Restylane Vital para la hidratacion de la cara
cuando estd pura, e inodora, insipida y | Aldrich. enlaces B. = R2: Restylane sofa para relleno de arrugas finas
notable por su mucha coherencia. Procede = R3: Restylane Perlane para relleno de labios y surcos
de la transformacién del colageno del tejido = R4: Restylane Sub- Q para relleno de pémulos
conjuntivo y de los huesos y cartilagos por = Nativo de Sigma Aldrich
efecto de la coccidn.

Liofilizacion Del gr. Mew lyein 'soltar', 'disolver', “filo e - | Extraccion del solvente de la | EDC Es una carbodiimida, obtenida | Agente entrecruzante disuelto a: 6, 30, 50 y 60mM en
izar. solucién Ge-HA entrecruzada con generalmente como su | alcohol al 96%.
1. tr. Separar el agua de una sustancia, o de | EDC, a través del proceso de clorhidrato. Se le emplea a un
una disolucién, mediante congelacion y | sublimaciéon a temperatura de - rango de pH de 4.0-6.0. Agente
posterior sublimacién a presion reducida del | 110°C a una presion de 0.03HPa. activante de grupos carboxilos
hielo formado, para dar lugar a un material | Con la finalidad de obtener para el acolpe de aminas
esponjoso que se disuelve posteriormente | andamios porosos. primarias que conduzcan a
con facilidad. enlaces amida.

Microesferas Microesferas: Cualquier esfera cuyo tamafio | Particulas regularmente esféricas de | Quitosan Un oligosacérido de hidratos de | Polisacarido de origen natural obtenido de cangrejo de

se mide en micrometros.

tamafio mayor a 100nm hasta

10pm.

carbono derivado de la quitina.

la marca Sigma Aldrich. Concentracion de trabajoa 1y
2%.

Concentracion
de BMP-2 y
VEGF 1.

Concentracion: Magnitud que expresa la
cantidad de una sustancia por unidad de
volumen, y cuya unidad en el sistema
internacional es el mol por metro cubico
(mol/m3).

BMP-2: La proteina morfogénica dsea 2, es
un miembro de la superfamilia de proteinas
TGF-beta.

VEGF 1: El factor de crecimiento endotelial
vascular es una proteina sefalizadora
implicada en la vasculogénesis y en la
angiogénesis.

10ug de BMP-2 y 10ug de VEGF en
un mililitro de solucidn salina.

Glutaraldehi
do

Liquido dialdéhido alifatico, de
bajo peso molecular, incoloro y
de olor picante.

Agente usado al 25% para reticular las microesferas.
Volumen 5y 10ml.
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7.3 PROCEDIMIENTO

Animales.

Se utilizaron las células estromales de médula ésea (BMSC) de 2 ratas macho Wistar de 250g
de peso por cada experimento de citotoxicidad, las ratas fueron mantenidas bajo condiciones libres
de pirdgenos, con disponibilidad de agua y alimento ad libitum con nutricubos “purina Chow” vy
ciclos de luz oscuridad controlados, en las instalaciones del bioterio de la Facultad de Medicina de la
UNAM. El sacrificio de los animales se realizé de acuerdo a los lineamientos de los Comités de Etica e
Investigacion de la Facultad de Medicina de la UNAM de acuerdo a la Norma Mexicana NOM 062-
Z00-1999.

Reactivos.

Gelatina, tipo B obtenida de piel de bovinos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), con un peso
molecular (PM) de 20,000-25,000, con una fuerza de gel en la escala de Bloom de ~225 gy un punto
isoeléctrico (pl) de 4.7-5.2. Acido hialurénico (HA) obtenido de Estreptococo Equi con un peso
molecular de 403.3 g/mol, soluble en agua (5mg/mL) y con < 1% de impurezas (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA); acido hialurénico gentilmente donado por Restylane, Medicis, USA. Estos HA tienen
4 diferentes densidades de HA de menor a mayor densidad o cohesividad; su procedencia es de
origen bacteriano y estdn quimicamente entrecruzados con butanediol-diglicidil-éter (BDDE),
estabilizados y suspendidos en buffer de fosfatos a pH 7, a una concentracién de 20mg/mL. EDC (N-
(3-dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
con un peso molecular de 191.7 g/mol y soluble en agua (< 100mg/mL). Kit para deteccién de
citotoxicidad (LDH) obtenido de Roche, Alemania. Quitosan de cangrejo (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) de alta viscosidad. Glutaraldehido 25% para Microscopia Electronica de Barrido. Aceite
Mineral PM varia entre aproximadamente 205 y 500 g/mol; es un liquido aceitoso incoloro;
practicamente inodoro. Su punto de fusidn es igual a 360 °C y su punto de ebullicién varia entre 260
y 360 °C. Su densidad especifica varia de 0.845 a 0.905 para el aceite pesado y de 0.818 a 0.880 para
el aceite ligero obtenido de Farmacia Paris México, alcohol polivinilico y Span 80 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA); Proteina recombinante humana BMP2, proteina recombinante de rata VEGF ambas
derivadas de E. Coli, Kit Human BMP-2 Standard ABTS ELISA y Kit VEGF Standard ABTS ELISA
(Peprotech, México).

Obtencidn y purificacion de células

Para cada ensayo se utilizaron 2 ratas, de las cudles se obtuvieron las tibias y fémures. Una vez
retirado el tejido muscular, los huesos fueron transferidos a una solucién de alcohol al 70% para

eliminar la contaminacién de la manipulacién, posteriormente fueron lavados en PBS estéril, y
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después colocados en medio de cultivo minimo esencial modificado por Dubelcco (DMEM)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10% y antibiéticos (Ab) 1% donde se obtuvo mediante
perfusién las células de la médula ésea. Finalmente, la suspensién celular obtenida fue lavada,
filtrada para retirar restos de tejido dseo y sembrada en cajas Petri de acuerdo a los siguientes
grupos experimentales:

1. DMEM bajo en glucosa/SFB/Ab

2. DMEM bajo en glucosa/SFB/Ab + F12/SFB/Ab

3. F12/SFB/Ab

La caracterizaciéon de las células madre de médula ésea fue demostrada por medio de la
expresién de las proteinas STRO |, CD44, CD105, CD90, SSEA4 y CD73 en la membrana celular, estas
proteinas son marcadores de superficie, por lo que mediante su expresién se determina el
porcentaje de células troncales mesenquimales. Tras despegar las células de la placa de cada uno de
los experimentos, la suspensiéon celular fue colocada en 7 tubos de 1.5mL y fueron lavadas 3 veces
con amortiguador de tincion; después se hicieron 2 lavados con BD Perm/Wash TM vy fueron
incubadas por 15 min con el Anti- STRO |, CD44, CD105, CD90, SSEA4 y CD73 en cada uno de los
tubos, en el séptimo tubo se repitié STRO |; después fueron lavadas 3 veces con amortiguador de
tincién. Las muestras fueron incubadas con el anticuerpo secundario anti-conejo (MP Biomédical kit)
por 15 min y lavadas 3 veces con amortiguador de tincidon. Finalmente fueron incubadas con
Estreptoavidina acoplada a PE a una concentracion de 1:300 por 15 min, lavadas con el
amortiguador de tincién y resuspendidas en amortiguador de fijacidn, a excepcién del 7™ tubo al
que después de los lavados del anticuerpo Estreptoavidina/FITC, se incubd con anti CD44 por 15
min; después fue lavado 3 veces con amortiguador de tincion y se incubd con el anticuerpo
Estreptoavidina/APC 1:300 por 15 min; para finalmente incubarla con el anticuerpo CD90 PE y poder
tener de esta manera triple marca en la misma muestra. En todos los experimentos se adquirieron 1
x 10* células en un citémetro BD FACSCalibur del Laboratorio Nacional de Citometria del Instituto de
Investigaciones Biomédicas y los datos fueron analizados con el software Flowlo 8.7.

Fabricacion de andamios de Ge-HA con diferentes concentraciones de EDC.

La Ge y el HA se disolvieron en agua destilada a una proporcion de 4:1, respectivamente, en
agitacion constante durante 30 min a una temperatura de 50°C. Un mL de la solucion de Ge-HA se
colocéd en varios tubos Ependorf, que posteriormente fueron congelados con nitrégeno liquido
previo a su liofilizacién durante 12h a -50°C a una presién atmosférica de 0.036mBar. A
continuacién, los andamios fueron sumergidos durante 24 h a 4 °C en concentraciones de 6, 30, 50 6

60 mM de EDC disuelto en etanol al 96%. A continuacion, los andamios fueron lavados 3 veces con
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agua destilada y liofilizados nuevamente bajo las condiciones ya mencionadas. Finalmente, los
andamios obtenidos fueron seccionados con objeto de obtener discos de aproximadamente 9mm de
diametro por 3mm de grosor, en ellos se realizaron las pruebas bioldgicas y fisicoquimicas.
Fabricacion de andamios de Ge-HA con diferentes dcido hialurénicos estabilizado y no
estabilizado
Se disolvid la Ge con diferentes HA, los de Restylane que tienen diferentes aplicaciones como
rellenos cutaneos y que estan estabilizados y HA de origen no animal no estabilizado estabilizado
(Sigma Aldrich).
= R1:Restylane Vital para la hidratacion de la cara
= R2: Restylane sofa para relleno de arrugas finas
= R3: Restylane Perlane para relleno de labios y surcos
= R4: Restylane Sub- Q para relleno de pdmulos
= Nativo de Sigma Aldrich
La proporcién Ge-HA fue de 4:1, respectivamente, se mantuvieron en agitacién constante
durante 30 min a temperatura de 50°C. Se colocé un mL de la solucidn de Ge-HA en tubos Eppendorf
y posteriormente se congelaron con nitrégeno liquido para ser liofilizado durante 12h a -50 °C a
0.036mBar de presién atmosférica. A continuacidn, los andamios se sumergieron durante 12h a 4 °C
en una concentracion de 50mM de EDC disuelto en etanol al 96%. Posteriormente, los andamios se
lavaron 3 veces con agua destilada y se liofilizaron nuevamente bajo las condiciones ya
mencionadas. Los andamios se seccionaron con objeto de obtener discos de aproximadamente
9mm de diametro por 3mm de grosor y en ellos se realizaron las pruebas bioldgicas y fisicoquimicas.
Cuantificacion del numero de poros
Los andamios Ge-HA 6, 30, 50 y 60mM de EDC y Ge-HA 1R, 2R, 3R, 4R y Nativo; se procesaron
para obtener cortes en parafina de 5 um, los cuales se tifieron con hematoxilina y eosina. Se
seleccionaron 10 campos al azar de cada muestra y se cuantificéd el nimero de poros en cada caso,
con un microscopio Nikon E81i. Los promedios se expresaron en nimero de poros por mm?,
Microscopia electronica de barrido
Las muestras de los diferentes andamios de Ge-HA se fijaron con glutaraldehido al 2.5%
durante una hora, se lavaron, se secaron y se recubrieron con oro por 1 minuto, colocandolas en el
ionizador Polaron Modelo: 11HD, posteriormente se examinaron en un microscopio electrénico de
barrido ZEISS Modelo: DSM950. Se tomaron fotografias de 4 campos al azar a un aumento de

1,500X. Las imagenes obtenidas se analizaron con el programa Image-Pro Plus 7.0 (Media
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Cybernetics, Inc. San Diego CA) con el propésito de medir el tamafio de los poros en su didmetro
menor.

Microandlisis de dispersion de energia de rayos X en todas las muestras (EDS).

Con el propésito de identificar la composiciéon quimica elemental de los andamios, se
analizaron a través de la técnica EDS, con ayuda de una sonda marca Noran, modelo Voyager 4.2.3.,
la cual se encuentra acoplada a un Microscopio Electrénico de Barrido de Bajo Vacio marca JEOL
modelo JSM5600LV. Para llevar a cabo el andlisis por esta técnica las muestras no se recubrieron con
oro coloidal o carbén. De cada muestra se seleccionaron 10 campos al azar y las concentraciones de
los distintos elementos analizadas.

Capacidad de absorcién en andamios con diferentes concentraciones de EDC

Los andamios entrecruzados de 9mm de didmetro por 3mm de grosor se pesaron y se
sumergieron en amortiguador salino de fosfatos 1M durante 1 h a temperatura ambiente. Se retird
el exceso de agua del andamio con papel absorbente por 2 segundos y a continuacion se volvieron a
pesar. El peso en gramos, que corresponde a la capacidad de absorcidn, se obtuvo mediante la
siguiente férmula: CA= Py-Ps, donde CA es la capacidad de absorcion, Py es el peso del andamio
himedo y Ps es el peso seco del andamio (Deng et al., 2007). Este experimento se realizé por
triplicado.

Espectroscopia de Infrarrojo en andamios Ge con distintos HA

La técnica de espectroscopia de infrarrojo (IF) es una de las herramientas para observar
espectros vibracionales, esto debido al proceso de absorcién y emisién sobre las moléculas que se
encuentran en el material analizado. Para caracterizar, con esta técnica, los andamios de Ge con
distintos HA se tomaron 3 muestras de cada una de ellos.

Citotoxicidad y cultivo celular in vitro

Para esterilizar los andamios de Ge-HA se sumergieron en alcohol al 70% y se trataron con luz
UV durante toda la noche, posteriormente fueron lavados 3 veces en PBS estéril y antibidticos al 1%
(penicilina, anfoterficina-B y gentamicina) durante 30 min ambiente.

Los ensayos se realizaron con BMSC de rata de la cepa Wistar. Las cuales se expandieron en
cajas de cultivo con medio DMEM/SFB/Ab y se mantuvieron en cultivo con condiciones de
temperatura de 37 °Cy CO; al 5%.

Los andamios de Ge-HA con diferentes concentraciones de EDC, fueron sembrados con 1x10*
BMSC en cajas de 24 pozos con solucién salina balanceada de Hank’s (HBSS), se incubaron por 4h a
37°C con COal 5%; con la finalidad de determinar la concentracién 6ptima de entrecruzante sin que

sea toxico para las células. El control positivo para la prueba de citotoxicidad fueron células
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expuestas a la luz UV en una solucién de PBS. Como control negativo se colocé sélo PBS y el
sobrenadante de células no expuestas a UV ni sembradas en los andamios se consideré como
control de muerte basal. Después de las 4 h de incubacion se tomaron 100 ul de sobrenadante de
cada muestra y se colocaron en una placa de 96 pozos, se les adicioné 100 pul de la solucién del kit de
citotoxicidad de lactato deshidrogenasa (LDH) (Citotoxicity Detection Kit LDH, Roche) y se incubaron
durante 20 min a temperatura ambiente en cdmara obscura, transcurriendo el tiempo de
incubacién, se leyé la placa en un espectrofotometro a una longitud de onda de 490 nm. El
experimento se realizd por triplicado para cada andamio.

A los andamios con las diferentes condiciones experimentales, se les inoculd una suspension
con 2.04x10* BMSC con una aguja de 0.3mm X 13 mm vy se les adicioné DMEM suplementado que se
reemplazd diariamente por 7 dias. Se fijo con formol al 10% por 2 h los andamios con las células y se
incluyeron en parafina para realizar cortes de 5um vy teiirlos con H&E. Finalmente se tomaron
fotografias con un microscopio Nikon Eclipse 80i.

Sintesis de Microesferas de Quitosan

Para la elaboraciéon de microesferas se siguidé el método de emulsion simple (w/o),
incorporando glutaraldehido para la reticulacidon de las moléculas de quitosan, formando asi una red
tridimensional con objeto de que las microesferas adquieran una mayor rigidez.

El proceso para la fabricacién y reticulacion de las microesferas de quitosan fue de la siguiente
manera: se agregé SPAN 80 a 100ml de aceite mineral a las concentraciones de 0.5, 1y 2%. Por otro
lado, se utilizd quitosan al 1 6 2% con albumina al 1% diluido en agua destilada. La solucidn de aceite
mineral/SPAN 80 se agitd con un Ultraturrax T25 a 12,200 rpm a temperatura ambiente y el quitosan
se vertié gota a gota y después de que el quitosan fue incorporado en su totalidad, se agité la
solucidn por otro 1 minuto mas.

La solucion quitosan/albimina—aceite mineral/SPANS8O se colocé en el agitador magnético por
30 minutos a 3,000 rpm a temperatura ambiente y se le adicionéd glutaraldehido al 25% a un
volumen de 5 6 10 ml y se colocd en agitacién por 3 horas a temperatura ambiente. La solucidn se
centrifugd a 4,000 rom por 10 minutos, con objeto de obtener un botédn de microesferas y
finalmente fueron lavadas con hexano dos veces y tres veces con agua destilada. En estas
condiciones, las microesferas se pueden almacenar a 4 °C hasta su uso.

Posteriormente, se suspendieron 10 mg de microesferas toda la noche en 150 pl de BMP2 o
150 ul de VEGF-1, ambos a una concentraciéon de 10 pug/ml a temperatura ambiente y con agitacién
constante; después se lavaron con agua destilada tres veces y se le adicion6 200 pl de EDC a una

concentraciéon de 50mM en agitacidon constante por 3 horas a temperatura ambiente. Finalmente,
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las microesferas se lavaron con agua destilada 6 veces, se resuspendieron en 300 ul de agua
destilada y se colocaron en una incubadora por 30 minutos y una hora a 37 °C. Con objeto de evaluar
si las microesferas adsorbieron los factores de crecimiento, se tomaron 100 pl de agua destilada, a
los tiempos ya mencionados, y se analizd6 mediante ELISA la presencia de los factores de crecimiento.

Caracterizacion de las microesferas

Morfologia: se analizé con microscopia electrénica de barrido. La forma y tamafo, de la
particula, se midié con el programa Image-Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics, Inc. San Diego CA).

Composicion: La espectrometria Raman se utiliza comdnmente en quimica, ya que la
informacién vibracional es muy especifica para los enlaces quimicos de las moléculas. Por lo tanto,
proporciona una huella dactilar de la molécula que puede ser identificada. La region de huella digital
de las moléculas orgénicas esta en el rango de 500-2000 cm™. Se usé esta técnica para identificar el
quitosan en las microesferas.

Tamado: A través de citometria de flujo se analizd el tamafio de la microesferas
compardandolas con microesferas de poliestireno de 3um como grupo control. Se tomaron 200ul de
la solucién de microesferas quitosan 2%/albumina 1%, reticuladas con 10ml de glutaraldehido al
25% y se adquirieron 10,000 eventos y se analizaron en un citémetro BD FACSCalibur del Laboratorio
Nacional de Citometria del Instituto de Investigaciones Biomédicas y los datos fueron analizados con

el software FlowlJo 8.7.

VIIl. ANALISIS ESTADISTICO
Los datos obtenidos se les aplicé una prueba de Kruskal-Wallis con el programa Graph Pad

Prim 6, tomando un valor de p<0.05 como significativo.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo de BMSC sobre cajas Petri

Las BMSC se obtuvieron mediante el cutivo de células totales de médula ésea durante 24
horas en cajas Petri con tres diferentes medios F12 (fig. 1A), F12+DMEM bajo en glucosa (fig. 1B) y
DMEM bajo en glucosa (fig. 1C) suplementados con 10% SFB y 1% Ab. Al finalizar el tiempo de
incubacién, se observé una poblaciéon celular que se adhirid a la caja de Petri y se consideraron como
células estromales de médula ésea, mientras que las células no adheridas se desecharon. Las células
estromales de médula ésea; son una poblacién heterogénea de células que incluyen células madre
mesenquimales, adipocitos, reticulocitos, células endoteliales, células déseas diferenciadas y
fibroblastos que estan en contacto directo con elementos hematopoyéticos. El porcentaje de células
madre de médula dsea es bajo y deben expresar las siguientes moléculas de superficie: CD73, CD90,

CD105, STRO |, CD44 y SSEA4 (Seok-Jung K et al, 2008; Lindner U et a/ 2010).

Figura 1. BMSC de rata cultivas con diferentes medios de cultivo: (A) F12; (B) F12+DMEM bajo en
glucosa y (C) DMEM bajo en glucosa por 2 semanas. (D) tabla del porcentaje celular de la expresion de
marcadores CD44, CD73, CD90, SSEA4, CD105 Y STRO I obtenidos por citometria de flujo donde se
resalta con rojo el porcentaje mas alto de los marcadores.

Se incubaron las células con diferentes condiciones experimentales hasta su confluencia,
posteriormente se tripsinizaron y se incubaron con los siguientes anticuerpos: CD44, CD73, CD90,
SSEA4, CD105 y STRO | (fig. 2). A continuacién se adquirieron 10,000 eventos y se analizaron en el
citdmetro de flujo FACScalibur (BD).
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Figura 2. Histogramas de la expresion de CD44, CD73, CD105, SSEA4 y STRO en BMSC de rata cultivadas en
diferentes medios de cultivo

El resultado se expresé en porcentaje celular, el 71.4% de las células cultivas en medio
F12+DMEM bajo en glucosa expresé CD44, el 53.4% fue positivo a CD73 y el 2.9% a CD9O0 (fig. 1D y
fig. 2).

El papel que juega CD73 en células madre mesenquimales estd relacionado con mecanismos
de adhesidn celular, ya que se ha encontrado co-expresada con moléculas tipo a2 integrinas, el cual
se caracteriza por ser un mediador de adhesidn celular. Mientras que CD90, es un marcador de
precursores mesenquimales tempranos que tienen la capacidad de diferenciarse a osteoblastos.
CD44 es una molécula de adhesién que actlia mediante la interaccién con el acido hialurdnico,
osteopontina, colageno, anquirina, fibronectina y metaloproteinasas, contribuyendo en procesos de
adhesién, migracidn y proliferacion de las células madre (Arévalo et al 2007; Seok-Jung K et al, 2008;
Lindner U et a/ 2010).

SSEA4 se expresé en un 46.7% en las células cultivadas con el medio F12, las mismas células

expresaron CD105 en un 62.9% y STRO | en un 89.1% (fig. 1D y fig. 2). CD105 interviene en la
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regulacion de distintos componentes de la matriz extracelular como fibronectina y coldgena, razén
por la cual se cree que esta relacionada con procesos de angiogénesis y reparacion vascular. STRO-1
es un marcador que se expresa en el desarrollo temprano de células madre de médula dsea,
declinando su expresién con genes asociados a la diferenciacion y expansién osteogénica. Por lo
tanto, la expresién de estos marcadores en los cultivos celulares indica que las células obtenidas
pueden ser diferenciadas a osteoblastos y a células endoteliales, siempre y cuando sean
enriquecidos con factores de crecimiento adecuados (Arévalo et al., 2007; Seok-Jung K et al., 2008;
Lindner U et al., 2010).

Estudios realizados por Niehage et al 2011 sobre la protedmica de la superficie celular de las
células estromales mesenquimales humanas y encontraron que el marcador CD44 se expresa en un
13.61%, CD73 en un 29.44%, CD90 en 24.84% y CD105 en 34.65%. Los resultados de este trabajo, se
acercan mas a la expresiéon de CD73 con un 36.9%, mientras que en el presente trabajo la expresion
de CD90 fue muy baja con 1.5% en contraste con el 24.84% del estudio de Niehege, sin embargo lo
anterior puede ser a que las células empleadas en este estudio fueron de BMSC de rata y la de ellos
fueron humanas.

La figura 3 indica la presencia de triple marcaje (STRO |, CD44 y CD90) en las BMSC cultivadas
con F!2: 6.1 x 10% son positivas a STRO | de 1 x 10° células adquiridas, y de éstas en promedio 1 x 103
son STRO I, CD90 y CD44 positivas al mismo tiempo, los experimentos fueron realizados por

triplicado.

Figura 3. Citometria de flujo representativa de BMSC de rata expresando STRO I, CD44 y CD90.
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Formacion de andamios de Ge-HA con diferentes concentraciones de EDC.

Al combinar EDC a concentraciones de 6, 30, 50 y 60 mM con una mezcla de Ge al 4% y HA al

1% se obtuvieron andamios porosos con aspecto de esponja (fig. 4).

Figura 4. Esponjas de Gelatina(Ge)/acido hialurénico (HA) con distintas concentraciones de EDC, (N-(3-Dimetil amino
propil)-N- etilcarboimida hidrocloro).

El mecanismo de entrelazado del EDC (Tomihata et al, 1994; Lee et al, 1996) se debe a que
este reacciona con los grupos carboxilo de la Ge y/o del HA formando O-urea activada, la cual a su

vez puede reaccionar con los grupos amino de la Ge resultando en la formacién de enlaces amida

con la liberacién de urea soluble (fig. 5).

Figura 5. Imagen tomada del articulo de Chia-Ling Ko et al. 2012 donde se puede observar
en el recuadro azul.la formacién de enlaces amida.

Por otro lado, ya que el EDC puede ser facilmente desactivado en solucién acuosa (Choi et al.
1999), se utilizé un método de reaccién heterogéneo donde el EDC diluido en etanol/agua (96:4) se
afnadid a la mezcla de Ge-HA liofilizada. De esta manera, con las diferentes concentraciones de EDC

se obtuvieron andamios con distintos grados de degradacion. La mezcla de etanol/agua fue utilizada
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para prevenir la disolucién de la esponja de Ge-HA liofilizada. Por otro lado, existen diferentes
métodos para fabricar matrices tridimensionales porosas como electrohilado, separacién de fases y
en espuma con gas (Salerno et al. 2006; He et al. 2006, Van Vlierberghe et al. 2009); sin embargo, el
método empleado por nosotros, la liofilizacion, es un método no téxico y simple que utiliza a los
cristales de hielo como pordgenos (Zhang et al. 2007). En este sentido, se aprovechd la gran
capacidad hidrofilica de la gelatina y del acido hialurénico para llevar a cabo el proceso de formacién
de poros mediante liofilizacion, el cual, se da através del proceso de sublimaciéon del solvente

congelado de la muestra dejando, los espacios que eran ocupados por el agua.

Morfologia de las esponjas de Ge-HA con diferentes concentraciones de EDC

La figura 6 muestra los diferentes tipos de morfologia de las esponjas de Ge-HA entrelazadas
con diferentes concentraciones de EDC y se puede observar que el método realizado por nosotros
dio como resultado la construccién de andamios porosos denominados esponjas. Se puede apreciar
qgue el tamano de los poros fue diferente cuando las esponjas de Ge-HA fueron entrelazadas a

distintas concentraciones de EDC (fig. 6e)

Tamaiio de poro

Figura 6. Andamios de gelatina (Ge)-acido hialurénico (HA) con diferentes concentraciones de 1-etil-3- [3-
dimetilaminopropil] carbodiimida clorohidrato (EDC) : 6mM (A), 30mM (B), 50mM (C) y 60mM (D). Grafico del tamaifio
de poro (E) *P <0.05
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Los andamios entrelazados a una concentracion de 6 mM de EDC tuvieron los poros mas
grandes con una media de 48.2 um; las esponjas entrelazadas con EDC a una concentracion de 30
mM tuvieron una media de tamafio de poro de 34.69 um; los poros de las esponjas entrelazadas con
EDC a una concentracién de 50 mM tuvieron una media de 30.48 um; finalmente las esponjas
entrelazadas a una concentracién de EDC de 60 mM tuvieron poros con una media de 25.9 um. Es de
notar que los andamios mostraron diferencias significativas entre todos los grupos a excepcién de
los grupos de andamios entrecruzados con 30 y 50 mM, esto se correlaciona con la concentracion
del EDC siendo el tamafio de poro menor en el grupo de mayor concentracidon y el promedio mayor
en la menor concentracién (Fig. 6e). Por otro lado, el nimero de poros en las esponjas fue

inversamente proporcional a la concentracion de EDC empleada como entrelazante (Fig. 7)

Figura 7. Andamios de gelatina (Ge)-acido hialurénico (HA) con diferentes concentraciones de 1-etil-3- [3-dimetilaminopropil]
carbodiimida clorohidrato (EDC). Cortes histolégicos tincion H&E : 6mM (A), 30mM (B), 50mM (C) y 60mM (D). Grafico del numero
de poros por micra cuadrada (E). *P <0.05

El EDC reduce el nimero y tamafio de poros debido a que forma uniones nuevas entre los
grupos activados de acido carboxilico con los residuos de glutamato, del aspartato o de los grupos
amina de la gelatina logrando con ello una mejor establidad entre las cadenas poliméricas
(Staroszczyk et al., 2014).

El nimero de poros fue mayor en las esponjas entrelazadas con una concentracién de 6 mM
de EDC y fue disminuyendo paulatinamente hasta que el menor nimero de poros se observé en la
concentracién de 60 mM de EDC. De hecho, se observaron diferencias significativas entre el nimero
de poros de las esponjas entrelazadas con una concentracion de 6 mM y el nUmero de poros de las

esponjas entrelazadas con 50 y 60 mM, pero no hubo diferencias significativas con las esponjas
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entrelazadas a 30 mM. En todos los casos, la morfologia de las esponjas de Ge-HA fue altamente
dependiente de la concentracién del entrelazante EDC.

Es importante resaltar que se observaron 2 capas en las esponjas. Se constatd que la region
superior de la esponja, la cual estuvo expuesta directamente al vacio, fue diferente con respecto a la
estructura a la parte inferior que estuvo en contacto con el molde. La gran capacidad formadora de
peliculas de gelatina puede contribuir a la orientacién de los canales de los poros en la parte
superior. Por otro lado, la parte inferior del andamio tuvo una forma diferente debido al hecho de
gue el vacio no alcanzé la fuerza suficiente en comparacion con la parte superior.

Es importante sefialar que las caracteristicas arquitecténicas del poro como la porosidad y el
tamaino tienen un papel significativo en las caracteristicas necesarias para que las células se
adhieran, crezcan y proliferen, induciendo la formacion de tejidos y puedan dar lugar a la
regeneracion tisular (Vasilescu et al., 2011). Asi, se ha considerado que un tamafo de poro que va
desde 40 y hasta 200 micras es adecuado para crear un ambiente favorable para que las células se

desarrollen.

Capacidad de absorcion de los andamios de Ge-HA con diferentes concentraciones de EDC

Para que un andamio sea adecuado para la proliferacidn celular debe tener cierta capacidad
hidrofilica lo cual puede inducir un apropiado aporte de nutrimentos disueltos en liquidos y una
buena capacidad de oxigenacidon, ademas de prevenir la pérdida de fluidos corporales durante el
tratamiento (Shabafrooz et al., 2013), por esta razén, exploramos la capacidad de absorcién de agua
de las esponjas obtenidas con diferentes concentraciones de EDC. La capacidad de absorcion en
peso de cada esponja a diferentes concentraciones de EDC se obtuvo al restar el peso inicial del peso
final de los andamios después de haberlos sumergido en agua destilada durante una hora. Los
resultados de este experimento demostraron que la maxima absorcidn se presentd cuando las
esponjas no fueron entrecruzadas con EDC, por lo que la capacidad de absorcidn de las esponjas fue
disminuyendo conforme disminuyd la concentracién de EDC (fig. 8a y b). Con anterioridad se habia
reportado (Kabiri et al. 2013) que cuando se aumenta la concentracion de entrelazantes disminuye
la capacidad de absorber agua debido a que el agente entrelazante forma redes entre las cadenas de
polimeros. Asi, si se coloca menos concentracion de entrelazante se formaran menos redes del
polimero y habrd una mayor cantidad de cadenas libres. No obstante lo anterior, la capacidad

hidrofilica del acido hialurdnico se conserva aun cuando sea entrelazado con EDC.
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Figura 8. A. Andamios de Ge-HA con diferentes concentraciones de EDC, hidratados con PBS por una hora; B. Grafico de la
cantidad de PBS absorbido por el andamio por una hora. Comparacién miltiple de Tukey * P < 0.05

Microanalisis por Rayos X de andamios de Ge-HA con diferentes concentraciones de EDC.

Con el objeto de conocer la composicidon quimica de los andamios de Ge-HA entrelazados con
diferentes concentraciones de EDC se analizaron los elementos presentes en cada muestra mediante
analisis de dispersion de energia de rayos X (EDS). En la figura 9 se puede observar el andlisis de EDS,
en escala logaritmica, realizado a los diferentes andamios de Ge-HA. Todos las andamios mostraron
la presencia de varios elementos como carbén, oxigeno, sodio, cloro, azufre y calcio, como se
muestras en la figura 9G, expresados en porcentaje en peso (wt%). La concentracién de algunos de
los elementos en las esponjas no mostrd cambios significativos, sin embargo, es de destacar que en
el sodio y el azufre si se encontré una diferencia, que aunque no fue significativa, si marca una
tendencia de disminuir su porcentaje en peso conforme se aumenta la concentracion de EDC como
entrelazante. Es conocido que el acido hialurénico no posee grupos azufre y por lo tanto, aunque es
hidrofilico no posee la misma hidrofilicidad que los otros glucosaminoglucanos. Sin embargo, cuando
el acido hialurénico se combind con gelatina estos grupos azufre aparecieron, indicando que
provienen de la estructura de la gelatina, en un porcentaje de 0.80 en las esponjas entrelazadas con
EDC a 6mM; en contraste las esponjas entrelazadas a una concentracién de 60mM tuvieron un
porcentaje de 0.06. El hecho de que las esponjas de Ge-HA entrelazadas con 60mM de EDC
contengan menos azufre concuerda con su menor capacidad para atraer agua como ya fue mostrado

anteriormente. La capacidad de los glucosaminoglucanos en atraer agua radica en la presencia de
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moléculas de azufre que poseen una carga negativa, esto hace que iones de sodio sean atraidos
junto con moléculas de agua hacia los tejidos conjuntivos ricos en proteoglucanos. El hecho de que
las esponjas de Ge-HA contengan grupos azufre sugiere que pueden ser adecuadas para funcionar

como andamios donde las células colocadas en ellas puedan proliferar y crecer formando tejidos.

Figura 9. Espectro de EDS: A) Gelatina (Ge), B) acido hialurénico (HA), C) 6mM, D) 30mM, E) 50mM y F) 60mM. Tabla con los resultados en
porcentaje de los EDS (G).

Citotoxicidad en los andamios de Ge-HA con diferentes concentraciones de EDC

Con objeto de analizar si el proceso de entrecruzamiento de la Ge-Ha es adecuado para el
crecimiento celular, realizamos una prueba de citotoxicidad mediante la cuantificacion de liberacion
de la enzima LDH por colorimetria. El método de deteccion de la enzima LDH en el medio de cultivo
como indicador de citotoxicidad es un método confiable y facil de realizar utilizado con frecuencia en
ingenieria de tejidos (Tengvall et al., 2003).

El sobrenadante de los cultivos en todos los casos se obtuvo 4 horas después que las células
fueron sembradas en los andamios entrelazados con diferentes concentraciones de EDC. Los
resultados de citotoxicidad obtenidos mostraron que la intensidad del color disminuyé conforme
hubo menos cantidad de células muertas en cada grupo experimental y en los controles. Asi, se
observd que la maxima absorbancia, 0.68, la mostré el control positivo de células muertas que no

estuvieron sembradas en andamios, mientras la menor absorbancia se observaron cuando en
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muestras de células vivas no sembradas en andamios y fue de 0.2. Cuando se analizé el medio de
cultivo sin células no se observé absorbancia alguna. Mientras que cuando las células fueron
sembradas en los andamios a diferentes concentraciones de entrecruzamiento se obtuvieron las
siguientes absorbancias: 6mM de EDC = 0.32, 30mM = 0.5, 50mM = 0.26 y 60mM = 0.63 (fig. 10).

En todos los casos de células sembradas en los andamios a diferentes concentraciones, con
excepcion del de 60mM de EDC, se observd un cambio importante y significativo con respecto al
control de células muertas. En el caso de las células sembradas en el andamio de 60mM no se
encontraron cambios significativos con respecto al grupo control de células muertas. El hecho de
que los andamios de Ge-HA entrelazados con EDC a 60mM induzcan citotoxicidad puede deberse a
que el proceso de retirar los residuos del mismo haya sido ineficiente, como otros han observado
(Park et al, 2002), y quizas se requiera mas tiempo en el proceso de liofilizacion para retirar el

entrelazante.

Figura 10. La grafica representa el porcentaje de células muertas al colocarlas
sobre los andamios de GE-HA con diferentes concentraciones de EDC.
Comparacion multiple de Tukey * P <0.05

Cultivo in vitro en andamios de Ge-HA con diferentes concentraciones de EDC
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Los andamios de Ge-HA entrelazados con diferentes concentraciones de EDC se sembraron
con 50 x 10® BMSC durante 7 dias y se obtuvieron cortes histoldgicos tefiidos con HE. En los
andamios entrelazados a concentraciones de EDC de 6mM, 30mM, 50mM y 60mM; se observaron
cimulos de células con citoplasma eosindfilo, nucleo redondeado con cromatina finamente granular
y con prolongaciones extendiéndose hacia las fibras del andamio (Fig. 11). Por otro lado, es
importante resaltar que en los andamios entrelazados con EDC a 60mM mostraron muy pocas
células con sus membranas notoriamente dafiadas y con nucleos pequeiios y picnéticos (Fig. 11), lo
cual indicé claramente que estaban en proceso de muerte celular. Este hallazgo concuerda con los
resultados de citotoxicidad, en donde se observé que los andamios entrecruzados a concentraciones
de 60 mM de EDC mostraron un incremento en la citotoxicidad.

Ademads de la concentracién de EDC, la muerte de las células se puede deber al tamafo de los
poros y a la baja capacidad de difusidon de agua y oxigeno en el interior del andamio como resultado
de la menor capacidad de absorcidon de agua de los andamios entrelazados con EDC a 60 mM, como

ya se mostré con anterioridad.

2
Figura 11. El grafico muestra el nimero de células por mm contadas en distintos campos de andamios de Ge/HA entrecruzados con
diferentes concentraciones de EDC: A. 6mM, B. 30mM, C. 50mM y D. 60mM.
Comparacién multiple de Tukey * P < 0.05

Fabricacion de andamios de Ge-con diferentes HA.
En los resultados previos, se determind la dosis éptima del entrecruzante, la cual fue de

50mM de EDC. Asi, esta dosis de EDC fue empleada para entrecruzar los andamios de Ge-con
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diferentes HA, independientemente del grado de entrecruzamiento del HA Restylane, siguiendo la
metodologia ya mencionada.

Cabe seiialar, que los HA Restylane poseen distintos tipo de densidad y tamafio de particula,
dependiente del grado de entrecruzamieno. A continuacidn se enumeran los HA Restylane de menor
a mayor densidad y tamafio de particula: R1) Restylane Vital (para la hidratacion de la cara); R2)
Restylane sofd (para el relleno de las arrugas finas); R3) Restylane Perlane (para el relleno de labios y
surcos) y R4) Restylane Sub-Q (para el relleno de pédmulos) y el HA nativo (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) el cual no contiene entrecruzante (Sanchez et al., 2010). Restylane fue elegido debido a su
amplia utilizacion en cirugia estética y dermatologia gracias a su baja morbilidad al momento de la

aplicacion y la reversibilidad potencial con hialuronidasa (British Journal of Dermatology, 2015).

IR de andamios Ge con diferentes concentraciones de HA

Se elabord una biblioteca de espectros de los compuestos que se ocuparon en la construccion
del andamio de Ge con los diferentes HA. El espectro de la Ge muestra las bandas que corresponde a
los enlaces C=0 a 1,650; N-H a 1,545; C-C a 1,455 y C-H a 1,080, mientras que el espectro del HA
mostré la banda del COOH a 1,614 y no mostré las bandas de C-C, C=0 y N-H (fig. 12). Es de notar

gue en ambos espectros se observan los puentes de hidrégeno del agua entre los 3,000 y 3,500.

Figura 12. Espectros de IF de Ge y HA donde se observa las bandas que corresponden al material organico que va de los 1700 a los 900.
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Con respecto a los espectros de IF de las muestras Ge-HA R1 al R4 y nativo se observé que sus
bandas fueron similares mostrando enlaces C=0 a 1,650, N-H a 1,545, C-C a 1,455, C-H a 1,080 y de
COOH a 1,614. La diferencia mds notable se observé en la concentracién de agua dentro da cada uno
de los andamios. Lo anterior se debid a que el HA R1 posee un menor grado de entrecruzamiento y
absorbe mds agua mientras el HA R4 se encuentra mas entrecruzado, por lo que absorbe menos
agua al igual que el HA nativo (fig. 13). En general se encontré agua en todos los grupos por lo tanto,
la formacién de puentes de hidrégenos intermoleculares fuertes debilitaron el enlace OH en el
dimero, lo cual indujo el descenso y el ensanchamiento en la banda de absorsién ubicada entre el

rango de 3,000 a 3,500nm.

Figura 13.- Espectros de IF de la mezcla de Ge y HA donde se observa las bandas que corresponden
al material organico que va de los 1700 a los 900.

Finalmente, es importante destacar que la presencia de las bandas de COOH, NH y dobles
enlaces en los andamios permitieron el proceso de entrecruzamiento de la Ge con los diferentes HA
(Wiley y Sons, 2004;Kabiri et al, 2013) formando enlaces amida.

Estos resultados coinciden con lo publicado por Pasqui cols. en 2007 donde mostré en
polimeros de acido hialurdnico una banda a los 1,650 que correspondié al estiramiento del doble
enlace CO y a los 1,605 localizaron el estiramiento simétrico del doble enlace de CO. Mientras que

Ibrahim cols. en 2011 y Staroszczyk cols. en 2014 observaron las principales bandas de la gelatina:
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amida A en la posicién 3,280, amida B en la banda 3,075 y entre los 2,970-2,940, amida | a los 1,633,

amida Il entre los 1,400 a 1,538 y finalmente la amida Il en la posicidn de los 1,238.

MEB de los andamios Ge con diferentes HA

Es bien sabido que las caracteristicas de superficie tales como bordes, ranuras y rugosidad de
los biomateriales afectan el comportamiento de las células (Enrione et al., 2013). Con el propdsito de
observar las caracteristicas de la superficie de cada una de las muestras de los andamios de Ge con
diferentes concentraciones de HA, los andamios se liofilizaron y procesaron para MEB y, de manera
similar a la técnica de IR, se construyd una biblioteca de imagenes de cada grupo.

La figura 14 micrografia de barrido muestra en: A) Ge una estructura porosa mientras que B)
es HA nativo, el cudl es menos poroso que la Ge, los HA-R1 al R4 (C,D,F y G) mostrardn estructura

continua.

Figura 14. MEB de: A) Ge; B) HA nativo; C) HA R1; D) HA R2; E) HA R3 y F) HA R4. Se observan
andamios sinteizados con Ge y diferentes HA con distintos grados de entrecruzamiento. Es de
notar que en la Ge y el HA nativo se observan poros a distintos tamafios, mientras que en los
HA R1, R2, R3 y R4 no se observan.
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Una de las caracteristicas mas relevantes, fue la presencia de precipitados sobre la superficie

de los andamios Ge-con los diferentes HA después de liofilizarlos (fig. 15).

Figura 15. Fotomicrografias
de andamios observados con
MEB:

A) Ge-HA R1

B) Ge-HA R2

C) Ge-HAR3

D) Ge-HA R4

E) Ge-HA Nativo

Con la finalidad de conocer la composicion quimica de los andamios de Ge con diferentes HA e
identificar los precipitados observados, se analizaron los elementos presentes en cada muestra
mediante analisis de dispersion de energia de rayos X (EDS). En la figura 16 se puede observar el
analisis de EDS, en escala logaritmica, realizado a los diferentes andamios de Ge-con diferentes HA.
Todos los andamios mostraron la presencia de varios elementos como carbdn, oxigeno, sodio y
cloro. En la figura 16F se muestran las concentraciones de los elementos presentes en cada
andamio, expresadas en porcentaje en peso (wt%). La concentracién de algunos de los elementos
como el Na y el Cl, varié de manera significativa en los andamios Ge-HA R1 al R4 teniendo la mayor
presencia de esos elementos R4, esto se debe a que los HA Restylane estan suspendidos en buffer
de fosfatos y el HA nativo esta en polvo y se resuspendid en agua destilada, razén por la cual HA
nativo fue el que menos concentracidn mostré de Na y Cl; sin embargo, el HA nativo fue el que
demostré una mayor concentracién de C debido a su proceso de obtencion (Sanchez et al. 2010).
Estos resultados confirman que la composicién del andamio es dependiente del tipo de HA.
Diferentes estudios que utilizaron andamios similares de Ge-HA observaron una disminucidn en la
concentracién de Na y Cl (Enrione et al.,, 2013). En nuestra investigacion, hemos obtenido una

arquitectura diferente en los andamios Ge-R1 al Ge-R4 con concentraciones altas de Na y Cl, debido
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al amortiguador que contiene el HA Restylane, siendo el HA nativo (Sigma Aldrich) el uUnico que

coincide con los datos reportados por Enrione y cols. en 2013.
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Figura 16. Espectro de EDS de cada uno de los andamios analizados de Ge-HA: A) Ge-HA R1; B) Ge-HA R2; C)
Ge-HA R3; D) Ge-HA R4; E) Ge-HA Nativo y F) Tabla con los resultados en porcentaje de los EDS.

La figura 17 muestra los diferentes tipos de morfologia de los andamios Ge-con distintos HA
entrecruzados con 50mM de EDC, se puede observar un material poroso donde el tamafio de estos
varié en cada una de las muestras (fig. 17 f). El promedio de tamafio del poro para Ge-HA R1 fue de
65um y tuvo diferencia significativa con Ge-HA R2 (20um), Ge-HA R4 (78um) y Ge-HA Nativo (50um);
mientras que Ge-HA R3 (63um) mostré cambios significativos con Ge-HA R4 y Ge-HA Nativo. Con
respecto a los resultados obtenidos del tamafio de poro con diferentes concentraciones de EDC, 6
mM tuvo una media de 48.2 um, 30 mM tuvo una media de tamafio de poro de 34.69 um y 50 mM
tuvieron una media de 30.48 um. Los andamios disefiados para la ingenieria de tejidos deben
cumplir con ciertos pardmetros, tales como tamafio de poro, distribucion de poros y porosidad de la
matriz, que estan directamente relacionados con la fijacién, la migracién, proliferacion celular
ademas de permitir la difusion de nutrientes (Nguyen et a.,/ 2013). De acuerdo a esto, los andamios
reportados en este trabajo, el tamafio de poro vario de 20 a 80um, en general, por lo que tienen un
tamafio adecuado para ser usados en ingenieria de tejidos. Sawatjui y cols., en el aifo 2015,
encontraron un tamafio de poro de 211.2 +/- 30 um, en un andamio elaborado de fibroina de seda

con gelatina, acido hialurénico y condrointin sulfato. Singh y cols., en 2014, demostraron que un
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tamafio de poro de entre 30 a 250 um es apropiado para sembrar osteoblastos, debido a que facilitan la

absorcién de matriz y permiten la adhesion, proliferacién y migracion de las células.

Figura 17. MEB donde se muestra la porosidad de los diferentes grupos experimentales: A) Ge-HA R1; B) Ge-HA R2; C)
Ge-HA R3; D) Ge-HA R4; E) Ge-HA Nativo y F) Tabla tamaiio de poro de los diferentes experimentos.

Cultivo in vitro en andamios de Ge-con diferentes HA

Los andamios de Ge-con diferentes HA se sembraron con 50 x 10° BMSC durante 7 dias, se
fijaron con formol 10% toda la noche y se procesaron para obtener cortes histoldgicos tefiidos con
HE. En los andamios se observaron cimulos de células con citoplasma eosinéfilo, nicleo redondeado
con cromatina finamente granular y con prolongaciones extendiéndose hacia las fibras del andamio
(fig. 18), de manera similar a lo encontrado en los andamios de Ge-HA con 6, 30 y 50mM de EDC (fig.
11).

El nimero de células varid de 40 a 70 células por mm?, pero Unicamente los andamios Ge-HA

R3 tuvieron diferencia significativa en comparacién con el Ge-HA Nativo (fig. 18).
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Figura 18. Se observan BMSC sembradas sobre los andamios y la estructura porosa de cada uno de ellos: A) Ge-HA R1;
B) Ge-HA R2; C) Ge-HA R3; D) Ge-HA R4; E) Ge-HA Nativo y F) Tabla de nimero células por mmz2. Técnica de HE P<
0.005

Otros investigados han empleado polimeros naturales como la Ge y HA para regeneracién
Osea vy cartilago como Sawatjui et al. (2015), que cultivd BMSC sobre andamios de fibroina de
seda/Ge-HA-condroitin sulfato, encontrando que las células se adhieren y proliferan gracias a los
motivos RGD que proporciona la Ge. En un estudio similar realizado por Heri et al. (2016), se
entrecruzo a Ge y HA con Poli(etilen glicol) diacrilato (PEGDA) y se observdé que éstos andamios
promovieron la adhesion celular mediada por integrinas, ademas de inducir la migracion celular. Por
otro lado, Zhao et al., en el afio 2014, funcionalizaron con thiol a HA y Ge para cultivar células
mesenquimales humanas, observando que el comportamiento de las BMSC en los andamios de Ge y

HA es similar a los resultados que nosotros reportamos con Ge-HA nativo (fig. 19).

.
o

"o : - 20 p
Figura 19. MEB de andamio de Ge-HA entrecruzado con 50mM de EDC sembrados con BMSC, donde se observa la
presencia de celulas sobre la superficie del andamio y entre los poros.
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Sintesis de microesferas
Con el método ya descrito, los resultados mostraron que la soluciéon de 0.5% de SPAN 80, con
1% de quitosan y 10 mL de glutaraldehido no formaron microesferas, por el contrario se observaron

precipitados irregulares de quitosdn de tamafio micrométrico (fig. 20).

IFUMNARM

Figura 20. MEB del producto de la emulsién aceite mineral/SPAN 80 al 0.5%-quitosan
al 1%-10ml de glutaraldehido al 25%; donde se observan precipitados amorfos (*).

Cuando se observaron las microesferas fabricadas con la solucién de quitosan al 1% y SPAN 80
al 0.5% y 5 mL de glutaraldehido, se encontré que los precipitados del polimero fueron de mayor

tamanio e irregulares (fig. 21)

Figura 21. MEB del producto de la emulsién aceite mineral/SPAN 80 al 0.5%-
quitosan al 1%-5ml de glutaraldehido al 25%; donde se observan
precipitados amorfos menos reticulados (*).
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Debido a que con la concentraciones anteriores no se formaron microesferas, de decidié
aumentar la concentracidn del SPAN 80 del 0.5 al 2% y de quitosan del 1% al 2%. ¢Por qué se decidio
esto? Debido a que la estructura quimica de los polisorbatos como el SPAN 80 influyen en la
formacién de micelas, por lo tanto, al aumentar la concentraciéon, los excipientes formados por
emulsion se estabilizan mas rdpidamente por la degradacidn de los enlaces éster de 4cido
polioxietileno y acidos grasos presentes en el aceite mineral (Kerwin 2008). Por otro lado, al
aumentar la concentraciéon del polimero se incrementa la viscosidad de la solucién dispersa asi como
el tamafio de la gota, de tal manera que se asegura la formacién de esferas, logrando con ello evitar
que se colapsen o se rompan (Kosegarten et al 2012).

Asi, con la concentraciones ya comentadas, se obtuvieron microesferas de quitosan menores a

10 um, sin embargo estuvieron cubiertas por un exceso de tensoactivo (fig. 22).

Figura 22. MEB del producto de la emulsién aceite mineral/SPAN 80 al 2%-
quitosan al 2%-10ml de glutaraldehido al 25%. Se pueden observar formas
esféricas cubiertas por una capa fina de material.

En otra serie de experimentos se modificéd solamente la concentracién de SPAN 80de2a 1%y
la concentracion de quitosan fue de 2% y con 10 mL de glutaraldehido al 25%. Bajo estas condiciones
se obtuvieron microesferas de aproximadamente 1 a 5 um de didmetro (Fig. 23). Estos resultados
fueron similares a los de Teng y cols. (2016), que obtuvieron microesferas de 3 a 10 um, empleando
el glutaraldehido al 25% para la reticulacién, con un tiempo de agitacidon de 5 horas. La diferencia
con los resultados de la presente tesis fue que ellos mezclaron colagena con el HA en lugar de Ge. De

manera similar, Faranesh y cols.,, en 2004, con la técnica de emulsién lograron sintetizar
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microesferas de PLGA de 48um después de agitar magnéticamente la solucién por 3 horas y

sonicarla.

Figura 23. MEB del producto de la emulsién aceite mineral/SPAN 80 al 1%-
quitosan al 2%-10ml de glutaraldehido al 25%. Se pueden observar las
microesferas de quitosan.

Realizando un andlisis cuantitativo de las microesferas, por citometria de flujo con el método
ya descrito, el nimero de microesferas obtenido fue de 1,000xp.l. La forma de las microesferas fue

consistentemente redondeada con un tamaiio de 1 a 5 um (fig. 24).

Figura 24. A. Histograma de microesferas de quitosan repeticion 1y 2 (R1 y R2) comparadas
con microesferas de vidrio de 3pum. B. Microesferas de quitosan
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Por otro lado, cuando se aumentd ligeramente la velocidad de agitacion y el tiempo de goteo
del quitosan a una concentracién de 2%, se obtuvieron microesferas de un tamano de 100 nm a 5

um (fig. 25).

*

— lpm IF-7800F 5/6/2016
15.0kV COMPO SEM WD 3.9mm 15:14:50

Figura 25. Microesferas de quitosan al 2% con 1% de albumina

La composiciéon de las microesferas analizada por medio de espectroscopia RAMAN mostré
una banda entre los 1,310 a 1,400 cm™ que corresponde a los enlaces N-H y C-N de la amida terciaria
que conforma a la albimina, mientras que de los 1,600 a 1,700 cm™ se observaron los enlaces C=0
de la amida primaria asi como lo demostré Tattini cols en 2006.

Las vibraciones del esqueleto de quitosan se observaron de los 300 a 400 cm? que
corresponde a los enlaces C-C-C, mientras que en la banda de los 2,800 a 3,200 cm™ se observé una
fuerte vibracidn de los enlaces C-H. Por otro lado, en la banda de 2,100 a 2,300 cm™ se observé la
una fuerte vibracion de C-C, mientras que en la banda de entre 600 a 1,300 cm™ se observé una
vibracién medianamente marcada de C-C (Fig. 26). Hernandez y cols. (2009), y Escobar y cols. (2013),
han corroborado la presencia de los espectros caracteristicos del quitosan en diferentes estructuras
como nanotubos o en laminas y corresponden a las mismas bandas que se observaron en las

microesferas de quitosan.

Figura 26. Espectroscopia RAMAN 3 repeticiones de la microesferas de quitosan y espectro del portaobjetos.
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La figura 27 muestra la absorcién de las proteinas recombinantes VEGF y BMP-2 liberadas a
una hora, la cual indica la concentracién de VEFG que fue de 0.5 ng/mLy 0.1 ng/mL para la BMP-2,
con respecto a la curva de concentracién. La manera de colocar los factores de crecimiento en las
microesferas y el tipo de polimero usado, regulan su disponibilidad en cantidades precisas para
llevar acabo su funcién. En 2014, Suarez y cols., demostraron que la liberacidon de VEGF fue mayor
que la liberacién BMP-2 después de haber sumergido sus andamios durante 1 hora en una solucion
de 1mg/mL que contenia ambas proteinas. Se considerd que este resultado se debié a que el VEGF
tiene mayor afinidad por la albumina, asi, nuestros resultados coincidieron debido a que la BMP-2
tuvo una menor absorcion que el VEGF-1, a pesar de que nosotros colocamos los factores de manera
independiente. Por otro lado, Shah cols. (2011), observaron que la concentracion del factor de
crecimiento de 12pug/mL permitié una absorcién de 0.7ng/mL; sin embargo, la concentracién que
nosotros obtuvimos es considerada dentro del rango para inducir diferenciacién celular (Sudrez et al.

2014).

Figura 27. A. Curva de absorcion y localizacion de la absorcion de VEGF y BMP-2. B. MEB de
microesferas con VEGF. C MEB de microesferas con BMP-2.
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X. CONCLUSIONES

Los biomateriales de origen natural juegan un rol importante en la ingenieria dsea ya que
tienen influencia sobre la matriz de las células adyacentes del tejido en formacién, gracias a sus
motivos de unidn a integrinas como el RGD, DGEA o PHSRN presentes en la coldgena y la Ge o bien
por su comportamiento viscoeldstico, mucoadherente e hidrofilico como el HA que es reconocido
por la célula a través del receptor CD44. En este estudio se emplearon ambos polimeros
entrecruzados con EDC, demostrando que el entrecruzante facilité la formacién de ésteres entre
hidroxilos, grupos carboxilo y aminas, en los andamios de Ge-HA; con ello, se incrementé el nimero
de poros y su resistencia a la degradacién, por lo tanto, llegamos a la conclusién que 50 mM de EDC
brindd las mejores condiciones para construir andamios de Ge-HA para emplearlos en reparacion de

tejido dseo.

Por otro lado, se demostrd que la técnica de emulsion y reticulacion fue efectiva para obtener
microesferas de quitosan-albumina menores a 5um; siendo las siguientes condiciones de trabajo
obtenidas: concentracidon de quitosan al 2%, el SPAN 80 al 1% y 10mL de glutaraldehido al 25%, con
estas condiciones se logré la adsorcién de los factores de crecimiento VEGF y BMP-2 en las

microesferas quitosan-albumina de manero exitosa.
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