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RESUMEN

El disefio de andamios con tridimensionalidad permite obtener caracteristicas
nuevas requeridas en la ingenieria de tejidos. Asimismo el empleo de las células
troncales mesenquimales junto con los andamios en 3D es una alternativa
novedosa para regenerar al tejido 6seo durante una patologia, trauma o
enfermedad. Sin embargo, dichos andamios 3D aun estan en fase de entenderse
sus propiedades de biocompatibilidad y de biodegracion por lo cual las
investigaciones recientes se han centrado en estudiar y evaluar estos procesos.
Por ello, el objetivo del presente trabajo de investigacién fue evaluar la
biocompatibilidad de las células troncales mesenquimales derivadas de pulpa
dental (MSC-PD) al ser sembradas sobre un andamio de PLA en 3D.
Primeramente se desarroll6 el molde del andamio tridimensional y posteriormente
se impresion por medio de capas aditivas por un periodo de 4 minutos totales
utilizando el acido poli-lactico como material base. El andamio fue caracterizado
por microscopia electronica de barrido para visualizar la morfologia de la superficie
del andamio 3D. La respuesta de biocompatibilidad se llevo a cabo por medio del
meétodo de viabilidad celular utilizando el kit CCK-8. Para ello; las células MSC-PD
fueron cultivadas a una densidad celular de 1x10° células/mL por 1, 3, 5,y 7 dias
de cultivo. Por los resultados logrados se concluye que las células MSC-PD tienen
predileccion por los andamios de PLA y que no se observa ningun efecto citotoxico
por el procesado del andamio polimérico en capas aditivas, abriendo la posibilidad

de utilizarse en un futuro en terapias de regeneracion ésea.



INTRODUCCION

BIOIMPRESION 3D

La bioimpresion en 3D es una tecnologia que ha tenido gran impacto en las
ciencias médicas y farmacéuticas. Se ha comenzado a utilizar para desarrollar e

imitar estructuras bioldgicas.

Se define como un conjunto de biomateriales y células vivas. Estos biomateriales
son fabricados capa por capa mediante una computadora especial, teniendo asi
una estructura compleja y organizada. Esta estructura ofrece gran precision y
confiere el espacio adecuado a las células, proteinas, ADN y factores de

crecimiento para una correcta regeneracion y formacion de tejidos>?

Actualmente tiene relevancia en diferentes areas como: medicina regenerativa e
ingenieria de tejidos, trasplantes y oncologia. Su importancia radica en la
posibilidad de implantarlas en seres humanos y asi restaurar érganos y/o tejidos
dafados debido a que los materiales empleados son biocompatibles y

biodegradables’.




CELULAS TRONCALES

Las células troncales son células indiferenciadas que se renuevan durante largos
periodos de tiempo por medio de la divisidn celular y poseen la capacidad de
diferenciarse en una célula especializada. Son vitales para el correcto desarrollo,
mantenimiento, crecimiento y reparaciéon del ser humano. Se encuentran en él

desde el primer hasta el dltimo dia de vida. 3

La identificacion de éstas células ha despertado un enorme interés cientifico debido
a las diversas aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de leucemias, linfomas,
enfermedades autoinmunes, regeneracion de piel, cornea, corazon, Parkinson,

entre otras. ¥

CLASIFICACION

Basandose en su origen:

Las células troncales embrionarias se derivan de una etapa temprana
embrionaria, se encuentran en la masa celular interna del blastocisto a los 5 dias de

haber sido fecundado. 3*

Las células troncales de adulto, como su nombre lo indica, se encuentran en
diversos tejidos en el adulto, su principal funcién es mantener y reparar el tejido en

el que se encuentran. **
Basandose en su capacidad de diferenciacion:

Las células troncales totipotenciales dan origen a las células de las tres capas
germinales (ectodermo, mesodermo, endodermo) y tejidos extraembrionarios como:
saco vitelino, alantoides, amnios y corion. >** Son capaces de generar un embrion

completo.



Las células troncales pluripotenciales son capaces de dar origen a todas las
células de un individuo (endodermo, mesodermo y ectodermo) pero no a células

extraembrionarias®

Las células troncales multipotenciales dan origen a algunas células

diferenciadas, usualmente de la misma capa germinal de la que derivan.

Las células troncales oligopotentes tienen la capacidad de diferenciarse en

pocos tipos celulares. **

Las células troncales unipotentes solamente producen un tipo celular, pero

tienen la capacidad de autorrenovacion, caracteristica de las células troncales. >

CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES

Las células troncales mesenquimales (del inglés mesenchymal stem cells, MSC)
se consideran hoy dia células pluripotentes de forma fibroblastoide, capaces de
diferenciarse en células de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos y
adipocitos. Sus fuentes de obtencién son: médula ésea, pulpa dental, ligamento
periodontal, pancreas, tejido adiposo, musculo esquelético, higado, membrana

sinovial, dermis y, sangre de cordon umbilical, entre muchos otros tejidos3.



Existen tres criterios para definir las células troncales mesenquimales de acuerdo a
la Sociedad Internacional de Terapia Celular (International Society Cellular Therapy,

ISCT) que propuso un estandar de caracterizacion en el ano 2006 y son:

a. Adherentes en cultivo con morfologia fibroblastoide

b. Expresar los antigenos CD73, CD90 y CD105 en ausencia de antigenos
hematopoyéticos como CD34, CD45, marcadores de monocitos, macrofagos
y linfocitos B

c. Capaces de diferenciarse in vitro hacia linajes del tipo osteoblasticos,
adipociticos y condrociticos bajo condiciones estandar de cultivo celular con
los factores especificos de cada linaje>.



Ademas, se deben tomar en cuenta otros criterios para poder definir a estas

células®:

d. Deben realizar procesos de autorrenovacion es decir mantener la
troncalidad.
e. Tener la capacidad de diferenciarse hacia tejidos de diferentes capas

embrionarias.

Su importancia radica en la regeneracién de tejidos y tratamiento de diferentes
enfermedades como: el Alzheimer* y Parkinson®, problemas oculares® y dentales’,
distrofia muscular®, etc. Asi mismo, juegan un papel muy importante contra algunas

enfermedades inflamatorias’.

Los dientes son una fuente accesible de células troncales mesenquimales y tienen
ventajas sobre otros érganos como fuente de células troncales mesenquimales, ya

que su obtencion es relativamente facil y el riesgo para el paciente es minimo .

A su vez, las células troncales derivadas de tejidos dentales tienen marcadores
especificos que nos permiten identificarlas®; sin embargo, no son completamente

aceptadas por la ISTC.
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SCAP

DFPC

Papila apical de diente

en desarrollo

Foliculo dental de diente

en desarrollo

CD24, CD29,
CD44, CD73,
CD90, CD105, CD106,
CD146,

CD31,

CD166, STRO-1, Oct-
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nanog, survivin

CD29, CD44, CD73,
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Para su obtencion, se necesitan extraer las piezas dentarias y se toma la region

requerida, se dejan crecer en cajas de cultivo en presencia de un medio con la

temperatura, atmosfera, CO2 y humedad adecuados. El medio se debe de cambiar

constantemente. '°

PERIODONCIA

La periodoncia es la rama de la odontologia que estudia el diagnostico, tratamiento

y prevencion de las enfermedades y condiciones que afectan al periodonto para el

mantenimiento de la salud, funcion y estética de los dientes y sus tejidos

adyacentes.

El periodonto esta constituido por:

a)
b)
c)
d)

encia

ligamento periodontal

cemento radicular

hueso alveolar
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Su funcién principal consiste en unir el diente al tejido éseo de los maxilares y en
mantener la integridad en la superficie de la mucosa masticatoria de la cavidad

bucal.

Sin embargo, debido a factores internos y externos, el estado de salud del
periodonto se ve afectado y es necesario implementar un tratamiento periodontal
para restituir la salud, de no ser asi, provocara la destruccion de los tejidos de

soporte del diente.

Los objetivos del tratamiento periodontal son: '
e Erradicar inflamacion y hemorragia gingival
e Reducir bolsas periodontales
e Detener la destruccién de tejido blando y 6seo

¢ Reducir la movilidad dental anormal, entre otras.

El tratamiento periodontal se divide en quirdrgico y no quirurgico. En la fase no
quirurgica se eliminan los factores etioldgicos que contribuyen a la enfermedad

periodontal, por medio de '%:

e técnica de limpieza
e eliminacion de calculo supragingival
e obturacion de lesiones cariosas

e raspados y alisados

12



Los objetivos de la fase quirurgica son: mejorar el pronostico de los dientes y sus

reemplazos, asi como mejorar la estética’.

Una consecuencia de la enfermedad periodontal es la destruccion dsea™. La
cirugia periodontal reconstructiva abarca procedimientos que buscan restaurar los

elementos perdidos del periodonto por causa de la enfermedad periodontal ™.

REGENERACION TISULAR GUIADA

La regeneracién tisular guiada es un método reconstructivo que excluye a las
células epiteliales y células conectivas gingivales del area de cicatrizacion mediante
una barrera fisica permitiendo a las células del ligamento periodontal repoblar el
area de cicatrizacién, ya que éstas tienen potencial regenerativo'®. La asociacion

de membranas e injertos 6seos hacen que este procedimiento tenga éxito"’.

Indicaciones: '’
a) Defectos 6seos
b) Cavidades 6seas como resultado de quistes u otras lesiones periapicales
c) Recesiones periodontales
d) Lesiones de furcaciones.
)

e) Dehiscencias.
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CLASIFICACION DE INJERTOS

Autoinjertos

Son un tipo de injertos que se toman del mismo paciente. La principal ventaja es
que no transmiten enfermedades y no hay porcentaje de rechazo ya que proviene
del mismo individuo®. En las desventajas podemos encontrar: doble procedimiento
quirurgico para su obtencion, cantidad de hueso limitada, y debemos valorar
detalladamente al paciente ya que no todos son candidatos debido al doble riesgo

quirurgico. Los lugares intraorales de eleccion son: zonas edéntulas de maxilares,

sitios de extracciones cicatrizantes, tuberosidades bucales, area retromandibular
18-20

mandibular. El sitio extrabucal de eleccién es la cresta iliaca

Aloinjertos

Son injertos que provienen de la misma especie, no estan relacionados con el
mismo individuo. Existen 3 tipos de aloinjertos 6seos: congelados, desecados
(liofilizados) y desmineralizados'®. Entre sus ventajas podemos mencionar que no
necesitamos doble procedimiento quirdrgico y podemos obtener una mayor
cantidad de hueso. Entre sus desventajas encontramos la existencia de transmision

de enfermedades y antigenicidad'® ™°.
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Xenoinjertos

Este tipo de injertos provienen de animales. Se utilizan injerto bovino y carbonato
calcico coralino'®. Su desventaja radica en su antigenicidad'® '°. En las ventajas, no
se necesita un procedimiento quirurgico adicional y podemos obtener una mayor

cantidad de hueso.

Aloplasticos

Son sustitutos sintéticos, inertes, inorganicos, biocompatibles que promueven la
cicatrizacion mediante la osteoconduccion En esta categoria se encuentran la

hidroxiapatita, fosfato tricalcico y polimero HTR' 20,

MECANISMOS DE ACCION

Existen 3 mecanismos de accidn de los injertos, los cuales se exponen a

continuacion. 2"

a. Osteogénesis: Es la formacion de hueso por medio de células éseas
neoformadoras presentes en el injerto.

b. Osteoinduccion: Contiene sustancias inductoras de hueso. Las células
mesenquimales indiferenciadas se transforman en células osteoformadoras'®.

c. Osteoconduccion: La matriz del injerto forma un andamio que facilita que las

células externas penetren y formen hueso nuevo.

15



JUSTIFICACION

Actualmente, en el area de biomateriales destinados a la integracidén y regeneracion
Osea, existe un interés creciente en el desarrollo de materiales funcionales capaces
de estimular la respuesta bioldgica necesaria para restablecer las funciones que el

tejido perdido por un trauma o enfermedad.

En este trabajo de investigacion se pretende implementar la técnica de
bioimpresién 3D de polimeros biocompatibles como una propuesta novel al campo
de la regeneracion de tejidos 6seos. Si bien es cierto que los materiales a evaluar
que se estan imprimiendo son de polimeros aprobados por la FDA, no se conoce la
respuesta celular y el comportamiento de las células troncales mesenquimales
sobre los andamios. Por ello, en esta propuesta se sintetizaron y evaluaron los
procesos de biocompatibilidad celular sobre un andamio 3D de PLA al cultivar

células troncales mesenquimales derivadas de pulpa dental

16



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los grandes retos y objetivos de las Ciencias Odontologicas actuales es
encontrar estrategias que permitan regenerar en su totalidad el hueso alveolar. Una
cresta alveolar deficiente no provee suficiente retencion para los dientes, prétesis,
dentaduras e implantes. Por tal motivo, hoy dia las estrategias regenerativas aun
estan lejos de lograr dicho objetivo. En la actualidad se considera que la ingenieria
de tejido éseo tiene un gran potencial para regenerar defectos alveolares®. La
combinacion de andamios, células y moléculas biolégicamente activas con el fin de
crear tejidos funcionales ha comenzado a llevar a un entendimiento de la

regeneracion del tejido 6seo.

Una de las nuevas estrategias para abordar estos problemas es el desarrollo de las
matrices poliméricas por medio de la bioimpresion 3D que ha comenzado a tomar
relevancia en el area Odontologica primero porque podria permitir imitar las
estructuras complejas del 6rgano dentario y en segundo lugar ser capaz de
proporcionar una matriz biodegradable, que permita la neoformacion de tejido dseo.
Por tal motivo, en este trabajo proponemos la caracterizacién de un andamio
sintetizado por bioimpresién 3D de &cido polilactico (PLA) que es un polimero
sintético frecuentemente utilizado en el campo de la medicina regenerativa debido a
que es altamente biocompatible, posee niveles bajos de inmunogenicidad y
toxicidad y ha sido aprobado por Food and Drug Administration (FDA) para uso
humano®. Cabe destacar que la bioimpresion 3D de este trabajo permitira sentar
las bases para el disefio mas complejo de estructuras que puedan ser aplicadas al
campo de las Ciencias Odontolégicas con miras a la regeneracion de tejidos

mineralizados.

17



PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existira una mejora en la respuesta de biocompatibilidad de células troncales
mesenquimales derivadas de pulpa dental ante la exposicion a un andamio de PLA

construido a partir de la técnica de bioimpresion 3D?

OBJETIVO GENERAL:

e Evaluar la respuesta de biocompatibilidad de células troncales
mesenquimales derivadas de pulpa dental cultivados sobre andamios de

acido polilactico en 3D.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Sintetizar por medio de la bioimpresion 3D andamios poliméricos de PLA

2) Caracterizar por microscopia electronica de barrido (SEM) los andamios 3D
de PLA

3) Evaluar la respuesta de Vviabilidad celular de células troncales

mesenquimales derivadas de pulpa dental.

18



HIPOTESIS ALTERNA

Los andamios impresos en 3D de PLA aumentaran la respuesta de
biocompatibilidad de las células troncales mesenquimales derivadas de pulpa

dental

HIPOTESIS NULA

Los andamios impresos en 3D de PLA no aumentaran la respuesta de
biocompatibilidad de las células troncales mesenquimales derivadas de pulpa

dental.
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MATERIALES Y METODO

Bioimpresion 3D de andamio de PLA

Para imprimir el andamio 3D se diseid una plantila a manera de cuadros
concéntricos que permitira el desarrollo de la tridimensionalidad por adicion aditiva
de las capas poliméricas de PLA. Se utilizé el programa PRONTERFACE para
desarrollar el molde de andamio 3D y posteriormente se convirtié en un archivo de
cédigo G para la bioimpresora por medio de utilizar en programa CURA version 6.6.
En los programas se detallaron las alturas de 4 cm y el ancho de 4cm por lado para
que se lograra la sintesis correcta y no se colapsara el andamio. El PLA se extruyo
a una temperatura de 204°C y se procedi6é a la bioimpresiéon por 4 minutos totales

para garantizar una buena formacién del andamio.

Analisis por microscopia electrénica de Barrido

Una vez que se obtuvieron los andamios 3D de PLA; éstos fueron recubiertos con
una capa de oro/paladio para ser sometidos a observacion en un microscopio
electronico de barrido (SEM, JEOL JSM-7600F Field Emission Scanning Electron
Microscope, USA).

Cultivo Celular

Para la caracterizacion biolégica se emplearon cultivos de células troncales
mesenquimales derivadas de pulpa dental (MSC-PD) que se encuentran
expandidas en el laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la DEPel de la Facultad
de Odontologia, UNAM. Las células MSC-PD fueron cultivadas y expandidas en
medio de cultivo alpha-MEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB),
una solucion de antibiéticos (penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 ug/ml) y
fungisona (0.3 pg/ml) y 100mM de glutamina. Los cultivos se mantuvieron a una
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temperatura de 37°C y en una atmdésfera de 95% de aire y 5% de CO2 en un

ambiente con 100% de humedad.

Ensayo de Viabilidad Celular (Citoxicidad)

La viabilidad celular de los andamios impresos 3D de PLA al sembrar las células
MSC-PD se llevo a cabo por el ensayo CCK-8 (DOJINDO); este método se basa en
la reduccidn de una sal de tetrazolio por medio de la enzima deshidrogenasa
dejando un producto naranja en el medio de cultivo. Para ello; las células MSC-PD
fueron cultivadas a una densidad celular de 1x10° células/mL en medio alpha-MEM
a una temperatura de 37°C y en una atmésfera de 95% de aire y 5% de CO2 en un

ambiente con 100% de humedad por triplicado por 1, 3, 5, y 7 dias de cultivo.

Después de cada periodo experimental, las células fueron incubadas con 10 uL de
la solucion del CCK-8 a 37°C por 4 horas. Pasado este tiempo, se tomaron 200uL
que se colocaron en pozos de una placa de 96 pozos para ensayos de ELISA, se
llevd a un lector de placas para obtener la densidad éptica a una longitud de onda
de 450 nm. Debido a que la generacion del producto anaranjado es (directamente)
proporcional a la actividad oxidativa de la enzima deshidrogenasa, una disminucién
en los valores que se obtengan en la absorbancia indicaria una medida de la
viabilidad celular. Los experimentos se realizaron por triplicado repitiéndose tres

veces.

21



RESULTADOS

En la figura 1 se puede apreciar la estructura del disefio por medio del programa
PRONTERFACE y posteriormente del cambio de cddigo (G) que reconoce la
impresora para generar el andamio en 3D; se puede apreciar cuando se forma el
andamio por el proceso de capas aditivas de polimero de PLA para lograr obtener
la tridimensionalidad del andamio. Asimismo se puede observar las caracteristicas
de la temperatura (204°C) para la impresion y las cordenadas que presenta el

andamioenlosejes X, Yy Z.

Disefio del andamio

Figura 1. Disefio e impresiéon del andamio 3D de PLA

Una vez que hemos logrado la impresién aditiva del andamio 3D de PLA, este fue
caracterizado por medio de microscopia electronica de barrido para visualizar la
morfologia que se logra del proceso de impresion. En la figura 2, se puede observar
la caracterizacion de las distintas capas que conforman el andamio, el parte
superior, lateral e interna, en la cual se puede apreciar la interconexién porosa del

andamio impreso de PLA en 3D.
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Figura 2. Imagen de SEM del andamio impreso en 3D de PLA

En la figura 3, se puede apreciar la respuesta de biocompatibilidad celular. Los
valores que se registraron al dia 1 del estudio se pueden considerar como un
proceso inicial de adhesién celular, en la cual podemos visualizar que existe buena
respuesta de adhesién celular, lo cual es un indicativo que el material no afecta
biologicamente a las MSC-PD. Si consideramos al plato de cultivo celular como el
100%, nuestros valores de absorbancia de nuestros andamios 3D de PLA nos
arrojan valores de 150% lo cual nos indica que las células MSC-PD tienen una

predileccion por la superficie del andamio 3D poroso. Ademas del tercer al séptimo
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dia de cultivo celular se puede observar una mejor respuesta de viabilidad
mostrando una mayor viabilidad celular. Sin embargo, al dia 7 de cultivo celular se
encontrd la respuesta biolégica aumentada, esto es posible explicarlo ya que se la
interconexién de poros del andamio 3D permite una mejor biocompatibilidad cuando

se compara con el control.
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Figura 3. Respuesta de viabilidad celular de las células MSC-PD cultivados
sobre los andamios 3D de PLA.
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DISCUSION

Los andamios utilizados en la ingenieria de tejidos deben tener las siguientes

caracteristicas: %’

e Poseer fuerza mecanica suficiente para soportar la proétesis

e Ser degradable

e Tener la capacidad de inducir un microambiente en 3D compatible con las
células

e Permitir la adhesién y proliferacién celular, asi como la formacion de tejido

e Permitir el intercambio de nutrientes y desechos

Actualmente, el acido polilactico tiene numerosas aplicaciones en las ciencias
biomédicas tales como: ortopedia, cardiologia, cirugia plastica, odontologia,

ginecologia, radiologia y oncologia. %°

La gran ventaja de los andamios PLA es que no se requiere una segunda
intervencion para removerlo ya que es degradado en productos compatibles con el

ser humano. 3%

La impresora en 3D tiene la capacidad de obtener un polimero con la dimension,
grosor, tamafo y porosidad requeridos para cada caso en particular y en la

actualidad es uno de los métodos de fabricacién mas avanzados y prometedores. >

Existen investigaciones con células troncales mesenquimales cultivadas en
andamios, pero especificamente derivadas de pulpa dental, la literatura es bastante

reducida.

De acuerdo a los resultados, existe una gran afinidad entre las células troncales

mesenquimales derivadas de pulpa dental y los andamios PLA en 3D.

La estructura porosa del andamio mimetiza la matriz extracelular y facilita los
procesos de proliferacién y adhesién celular, asi como el intercambio de nutrientes

y desechos. Se crean senales e induce a las células troncales a convertirse en
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células osteoformadoras y asi crear su propia matriz y formar nuevo tejido. El
andamio gradualmente se va degradando y es reemplazado por tejido formado por

las células troncales mesenquimales. 2>

Esta propuesta posee mayores beneficios al ser comparada con técnicas como
hilado, salt-leaching, extrusion y peliculas delgadas. Los beneficios se enumeran a
continuacion; el PLA es biocompatible y muestra una alta afinidad con las MSC;
promueve la adhesién celular; las posibilidades de rechazo o transmisiéon de
enfermedades son escasas, ya que las MSC provienen del mismo paciente y el
PLA es un polimero biocompatible; solamente se necesita una intervencion
quirurgica debido a que el PLA se degrada gradualmente y es reemplazado por
tejido 6seo; se obtiene un andamio con las medidas y precision exactas; el costo es

minimo si es comparado con el costo de un xenoinjerto o aloinjerto.

A pesar de las recientes investigaciones cientificas, aun no se sabe con certeza la
dosis, manejo, desventajas, indicaciones, contraindicaciones, y prondstico de esta
técnica de impresion en los campos biomédicos y de regeneracion tisular. Con este
trabajo se demostré que es una propuesta prometedora, sin embargo, se necesitan
realizar pruebas de osteoactividad y ensayos clinicos en modelos animales; todo

esto con el fin de poder brindarle al paciente la mejor solucion y devolverle la salud.
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CONCLUSIONES

1. La impresora polimérica permite lograr estructuras complejas que podrian
tener gran aplicacion en la ingenieria de tejidos.

2. El andamio impreso en 3D de PLA presenta una superficie porosa que
aumenta la respuesta de biocompatibilidad.

3. El andamio 3D de PLA promueve la adhesion celular de las MSC-PD

4. El andamio no es citotoxico para las células MSC-PD

5. El andamio 3D de PLA es biocompatible con potencial uso como implante en

ingenieria de tejido oseo.
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