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. Resumen

Las investigaciones recientes sobre la regeneracion tisular se han basado en
dos estrategias principales, una de ellas es el trasplante de células mesenquimales,
cuyo objetivo es llevar células mesenquimales al sitio de la lesidn. La otra estrategia
se denomina homing, que se entiende como el proceso mediante el cual un material
o condicion estimula la migracién de células mesenquimales al sitio que debe ser
reparado. Para esta ultima estrategia se ha intentado estimular a las células
mesenquimales mediante medios quimicos, cargas eléctricas, cargas mecanicas, y
vibraciones. Los estudios sobre la migracion de las células mesenquimales de
origen dental siguen siendo escasas. Por ello, el presente tuvo como objetivo
analizar los efectos de las vibraciones a 30Hz en células mesenquimales de origen
dental, mediante el analisis digital de tinciones fluorescentes. Para lo anterior se
utilizaron 30 microfotografias de tinciones de DAPI, donde se habia realizado el
ensayo de la herida- Las fotos incluyeron 15 de células vibradas y 15 de células no
vibradas. La tincion de DAPI permite tefiir el nucleo de las células y dar una imagen
mas confiable de su patron de migraciéon conforme a la inclinacion del nucleo. El
analisis propuesto en el presente trabajo, utilizando un software de uso libre, el Fiji
Image J, permitié evaluar la distancia y la capacidad del cierre de la herida. Se
observo que la vibracion a las 12 h tuvo una diferencia significativa comparado con
el control (0.002). Esto fue que las vibraciones de 30 hz inhibieron el cierre de la
herida (132.72 um), comparandolas con las células no vibradas (42.35 um). Sin
embargo, pasada las 24 h, aunque el cierre de la heridas fue menos eficiente en las
células vibradas (92.72 um), que en las no vibradas (0 um), se observé que las
células tendian a migrar en direccion de la sefial vibratoria, en forma de hojas o filas
de células, lo que sugiere que las vibraciones estimulan patrones de migracion
colectiva, en vez de la migracion individual. El andlisis propuesto en el presente
trabajo es un analisis sistémico que permite la evaluacion de ensayos de migracion
como el ensayo del cierre de la herida, asi como dar una aproximacién de los
patrones de migracion en presencia de estimulos vibratorios. Se recomienda que se
realicen ensayos complementarios para entender el efecto de las vibraciones en

células mesenquimales de origen dental.



Il. Introduccion

La regeneracion y la reparacion tisular son procesos que se dan en todos los
organismos, algunos tienen la capacidad de regenerar miembros y &rganos
completos como es el caso del Ambystoma mexicanum (Ajolote) (1). Por otro lado,
los seres vivos como los mamiferos poseen una capacidad muy reducida de
regenerar tejidos.

En este sentido, la recuperacion de la arquitectura y funcionalidad del tejido
perdido o dafiado a causa de enfermedades o trauma es sumamente dificil de
alcanzar, en su lugar se observa un mecanismo de reparacion tisular que se limita a
reemplazar el tejido dafiado con tejido cicatricial que es fibroso, el cual en ocasiones
no mantiene todas las funciones del tejido original (2).

Actualmente el campo de la ingenieria de tejidos es entendido como el uso
de los principios y métodos de la ingenieria, la biologia y la bioquimica orientados a
la comprensién de la estructura y la funcion de los tejidos normales y patologicos de
los mamiferos, asi como el consecuente desarrollo de sustitutos biolégicos para
restaurar, mantener o mejorar su funcion (3).

Tomando esto en cuenta seria imposible hablar de ingenieria de tejidos o
regeneracion sin primero hablar de las células que son los componentes basicos de
los tejidos. Los grupos de células generalmente secretan su propia estructura de
soporte llamada matriz extracelular.

Esta matriz o andamio sirve como soporte para las células, y también
funciona como una red de distribucion para varias moléculas de sefalizaciéon. Como
resultado, la célula recibe mensajes de muchas fuentes disponibles en el entorno
local, sin embargo sdlo las células madre (de ahora en adelante troncales) poseen

dos caracteristicas fundamentales para la regeneracion tisular:

1. Pueden dividirse y renovarse a si mismas durante un periodo prolongado de
tiempo.

2. Tienen el potencial de diferenciarse en células especializadas.

En organismos adultos estas células residen en nichos especializados dentro

de cada tejido, se encargan de reemplazar las células perdidas como parte del


https://paperpile.com/c/6vF5gy/1dYx
https://paperpile.com/c/6vF5gy/kJIo
https://paperpile.com/c/6vF5gy/if0A

proceso natural de homeostasis o como parte del proceso de regeneracion tisular

(4)

Ill. Antecedentes

1. Regeneracién y Reparacion tisular en tejidos craneofaciales

La regeneracion o restitucion de tejidos es un concepto para nada ajeno en el
imaginario colectivo de la humanidad, la primera referencia histérica de la ingenieria
de tejidos data del Renacimiento, en un lienzo atribuido a Fray Angelico, donde
aparecen los Santos Cosme y Damian reparando la pierna de un soldado herido en
batalla (5).

La representacién de un milagro obrado por los santos, quienes en dicha
obra se muestran retirando la pierna presuntamente necrética de un hombre y
reemplazandola por una sana de un difunto, es persistente y a lo largo de los afios
ha ido tomando distintas formas.

Al principio quizas como parte del pensamiento magico, pero eventualmente
la humanidad comenzé el largo camino para materializar esa idea.

Profundizando en lo anterior, no fue sino hasta el siglo XIX con la introduccion
de la antisepsia y la anestesia que la cirugia fue una realidad para los pacientes (6).

Posteriormente, el desarrollo de la ingenieria metalurgica llevd a la
implementacion de aleaciones biocompatibles, seguido de los avances en la
ingenieria quimica y de materiales poliméricos que transformaron el tratamiento de
fracturas, dando paso a la fabricacién de pines, tornillos, protesis y andamios
utilizados con fines terapéuticos.

En la década de 1980 se introdujo el término de ingenieria de tejidos en una
reunion que se llevé a cabo en Keystone, Colorado, aunque en realidad el uso de
este término en esa época era muy distinto al actual.

En aquellos afios se referia a la manipulacion quirurgica del tejido y al uso de
prétesis, aunque ya planteaba las bases de usar un “andamio artificial” que se
pudiera combinar con tejido vivo. Segun lo investigado para este trabajo, la primera
vez que se utilizd de la manera en que se usa hoy en dia, fue en un articulo de 1991
titulado  “Functional Organ Replacement: The New Technology of Tissue

Engineering”(5).
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El complejo craneofacial esta compuesto por una variedad de elementos,
como el tejido nervioso o los vasos sanguineos, multitud de huesos y articulaciones
(dentoalveolar, ATM, etc), glandulas e incluso 6rganos especializados, los 6rganos
dentarios; el conjunto de estas estructuras cumplen varias funciones, como la
masticacién (comienzo del proceso digestivo), sensoriales (gusto) y aquellas que en
el caso de los humanos proporcionan ademas armonia facial y la capacidad de
articular palabras (7).

Es asi que el dafo a este complejo puede ocasionar desde una masticacion
defectuosa o incompleta, y por tanto digestiéon deficiente, hasta efectos
psicosociales negativos en los pacientes afectados por pérdida parcial o total de
alguna de estas estructuras. En general, el dafo a estas estructuras es
consecuencia de neoplasias, infeccion, trauma e incluso defectos genéticos o
congeénitos.

Ademas, existen diversas enfermedades que pueden ocasionar dafo al
complejo maxilofacial.

Tomando en cuenta lo anterior se debe enfatizar la necesidad de la
restitucion rapida, estética y funcional de los tejidos o estructuras perdidos o
dafiados (8). De esta necesidad han derivado distintos esfuerzos por reconstruir el
complejo craneofacial, mismos que han ido evolucionando a la par de la multitud de
ciencias y técnicas involucradas.

A continuacion se dara una descripcion breve de algunos de los avances
fundamentales necesarios para poder entender someramente en donde esta hoy
situado el campo de la ingenieria de tejidos craneofaciales. Desde luego, cubrir en

su totalidad aquellos avances escapa al alcance de este trabajo (7).

1.1 Células troncales (madre) mesenquimales derivadas de tejidos
dentales

Los campos de la medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos basada en
terapia celular surgen como una alternativa para tratar diferentes tejidos y defectos
en organos dafados. El uso de células troncales, o de células madre de adultos,
toma un interés particular cuando se trata de las aplicaciones de medicina

translacional.
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Recientemente, las células troncales derivadas de tejidos dentales han sido
aisladas y caracterizadas por diferentes investigadores. Es asi que este tipo de
células poseen caracteristicas prometedoras, incluyendo la capacidad de
autorrenovacion, proliferacion rapida, formacién de colonias, diferenciacién a
multiples linajes y expresion de un perfil pluripotente.

A la fecha, en la literatura se reporta el aislamiento y caracterizacién de cinco
diferentes tipos de células troncales derivadas de tejidos dentales (9):

1) Células troncales de la pulpa dental (DPSCs)

2) Células troncales de dientes deciduos exfoliados (SHED)
3) Células troncales de la papila apical (SCAP)

4) Células troncales del ligamento periodontal (PDLSCs)

5) Células troncales del foliculo dental (DFPCs).

La Figura 1 ilustra los tejidos dentales de los cuales se han extraido y
caracterizado exitosamente células troncales mesenquimales derivadas de los
tejidos dentales. Estas células representan un avance dentro de la medicina
regenerativa, asi como una herramienta potencial para el desarrollo de modelos que
permitan estudiar a profundidad la biologia de este tipo de células, para que, en un

futuro, puedan aplicarse en terapias celulares.

Figura 1: Zonas de los 6rganos dentales de los cuales se han aislado células troncales.
DPSCs: células troncales de la pulpa dental, SHED: células troncales de dientes deciduos exfoliados,
PDLSCs: células troncales del ligamento periodontal, SCAP: Células troncales de la papila apical,
DFPCS: Células troncales del foliculo dental. Fuente, elaboracién propia basada en Nguyen y Chea
(10).


https://paperpile.com/c/6vF5gy/cN8m
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Si bien las células troncales derivadas de tejidos dentales comparten
caracteristicas generales de troncalidad, también muestran caracteristicas
diferentes entre ellas. La Tabla 1 enlista las propiedades de las células troncales
mesenquimales de origen dental y algunos de los analisis que se les han realizado
tanto en estudios in vitro como in vivo.

Es importante mencionar que para el presente trabajo se utilizaron células
troncales de origen dental de pacientes adultos jovenes mexicanos; por ello, los
resultados podrian considerarse como una cercana representacion de la biologia de
esta poblacion.

Ademas, los modelos que emplean células troncales mesenquimales de
origen dental han ido adquiriendo mayor uso con el tiempo, porque, segun se ha
visto, reflejan la respuesta normal de los tejidos. Caso contrario al uso de células
neoplasicas o inmortalizadas, modelos que hasta hace algunas décadas eran los

mas utilizados para el desarrollo de farmacos, y biomateriales.

Tabla 1:Propiedades de las células troncales mesenquimales derivadas de tejidos dentales

Célula Troncal Expiacién de In vivo In vitro
poblacién
celular
Diferenciacion a linaje: + Formacion de complejos
Osteo/Dentinogenico + tipo dentino-pulpar
DPSCs 60 ->120 Adipogénico + Células similares a los

Condrogénico + odontoblastos

Miogénico + Tejido de tipo 6seo

Neurogénico

Diferenciacion a linaje + Forman tejido similar a la

Dentinogénico + interfase de la

> 140 Adipogénico + dentina-pulpa
SHED Chondrogenico + Formacion de células

Miogénico + similares a

Neurogénico odontoblastos

Osteoinductivo No forman complejo
dentino-pulpar
Formacion de tejido 6seo

Diferenciacion a linaje + Forman complejo

Dentinogénico + dentina-pulpa

SCAP Adipogénico ND Forman complejo similar
>70 Condrogénico ND al dentino-pulpar
Miogénico + Forman células similares
Neurogénico a odontoblastos.



Tabla 1:Propiedades de las células troncales mesenquimales derivadas de tejidos dentales

Célula Troncal Expiacién de In vivo In vitro
poblacién
celular
Diferenciacion a linaje: + Forman tejido similar al
Osteo/Cementogénico + cemento.
PDLSCs ND Adipogénico + Forman tejido compatible

Condrogénico ND con el ligamento
Miogénico + periodontal

Neurogénico

Diferenciacion a linaje: + Forman tejido compatible
Cementogénico + con el ligamento
Odontogénico + periodontal.

DFPCs ND Adipogénico/ + Forman matriz
Condrogénico + cementoide
Miogénico ND

Neurogénico

DPSCs: células troncales de la pulpa dental, SHED: células troncales de dientes deciduos
exfoliados, PDLSCs: células troncales del ligamento periodontal, SCAP: Células troncales de la
papila apical, DFPCS: Células troncales del foliculo dental, ND: no descrita. Fuente, informacion

tomada de referencia (11).

1.1.1 Pluripotencialidad

La pluripotencialidad se refiere a la capacidad de las células troncales para
diferenciarse en cualquiera de las tres lineas germinales: el endodermo, el cual da
origen a los epitelios de revestimiento; el mesodermo, del cual deriva el tejido
conectivo; y el ectodermo, que da origen a la epidermis, esmalte dental y sistema
nervioso; esta capacidad solo la tienen las células embrionarias.

Por el contrario, las células troncales mesenquimales, son capaces de
diferenciarse a los linajes osteoblastico, condroblastico, adipogénico y nervioso.

El aislamiento in vitro de células troncales pluripotentes esta ligada a varios
descubrimientos histéricos, desde el cultivo inicial y el fenotipo de células de
carcinoma embrionario pluripotentes hasta la reciente induccion de la pluripotencia
en células somaticas.

En esta linea temporal del desarrollo, se ha revelado que factores de
transcripcion clave, como Oct4, Sox2 o Nanog, no solo regulan sino que inducen

funcionalmente la pluripotencia.


https://paperpile.com/c/6vF5gy/Rwnn

Estos reguladores maestros tempranos del desarrollo controlan las vias de
sefalizacion del desarrollo que afectan al ciclo celular, regulan la expresion génica,
modulan el estado epigenético y reparan los dafios en el ADN. Ademas de los
factores de transcripcidn, recientemente se ha demostrado que los microARN
desempefian un importante papel en la expresion génica y estan integrados en la

red de regulacion que orquesta el desarrollo celular (12).

1.1.2 Aplicaciones

La literatura sobre células troncales de origen dental, de entre el 2002
hasta aproximadamente el 2009 era muy escasa; segun Campanella (13)
constaba de tan s6lo 936 articulos, con un solo ensayo clinico, y 6 reportes
de casos.

Posteriormente, y después del 2019, el interés en este topico de
investigacion despega hasta alcanzar cerca de 5177 articulos, y aunque los
resultados de la mayoria de los ensayos clinicos registrados y enfocados a
tratamientos dentales siguen sin estar disponibles, el aislamiento y la
caracterizacion de células troncales de origen dental es definitivamente una
ciencia emergente que llevara a resultados importantes en el futuro.

Actualmente, la mayoria de los ensayos clinicos que utilizan células
troncales de origen dental estan enfocados en la regeneracion periodontal, y
en tratamientos de endodoncia. Profundizando en lo anterior, la idea de
desarrollar tratamientos pulpares con base en células es fascinante; sin
embargo, los protocolos actuales se limitan a dientes permanentes inmaduros
con necrosis pulpar, lo que constituye una minoria dentro de los tratamientos

endodonticos (13).

Entre las aplicaciones, estan las siguientes:

e Revascularizacion del conducto radicular, varios informes de casos han
documentado la revascularizacion de los sistemas de conductos

radiculares necréticos mediante Ila desinfeccion seguida del

10
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establecimiento de una hemorragia en el sistema de conductos a través
de la sobreinstrumentacion. El uso de irrigantes intracanales (NaOCl y
clorhexidina) junto con la colocacion de antibiéticos (p. ej, una mezcla
de ciprofloxacina, metronidazol y pasta de minociclina), durante varias
semanas, es un paso critico, ya que desinfecta eficazmente los
sistemas de canales radiculares y aumenta la revascularizacion de los
dientes avulsionados y necréticos. El proceso de revascularizacidon
ofrece escasas posibilidades de rechazo inmunitario y de transmision
de patdgenos, ya que la regeneracion del tejido se produce gracias a
las células sanguineas del propio paciente. Sin embargo, algunas
limitaciones criticas de esta técnica implica que se requiere precaucion,
ya que no se ha identificado la fuente del tejido regenerado; ademas, la
concentracion y composicion de las células atrapadas en el coagulo de
fibrina son impredecibles. Se requieren mas estudios animales y
clinicos para investigar el potencial de esta técnica, antes de que su

uso general pueda recomendarse en pacientes. (6)

Terapia de células troncales somaticas, el proceso consiste en inyectar
células madre postnatales (derivadas de la piel, la mucosa bucal, la
grasa y el hueso) en sistemas de conductos radiculares desinfectados
tras la apertura del apice. Este proceso tiene muchas ventajas, como la
recoleccion y administracion de células madre autogenas mediante una
jeringa, que es relativamente facil; y el potencial de estas células para
inducir la regeneracion de la pulpa nueva. Sin embargo, hay varias
desventajas, como que las células pueden tener una baja tasa de
supervivencia y que también pueden migrar a diferentes lugares dentro
del cuerpo. En todo caso, se deben considerar los tres elementos
centrales (células, factores de crecimiento y andamio) para maximizar

el potencial de éxito de la regeneracién pulpar. (14)

Implantacién de pulpar, las células pulpares pueden cultivarse en filtros

11
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de membrana biodegradables para transformar los cultivos celulares
bidimensionales y tridimensionales. La facilidad para cultivar estas
células en filtros en el laboratorio, para la evaluacion de la citotoxicidad
de los materiales de prueba, se reconoce como la principal ventaja de
este sistema de implantacion. Los problemas potenciales asociados a
la implantacion de laminas de tejido pulpar cultivado es que requiere
procedimientos especializados para una adecuada adherencia a las
paredes del conducto radicular. Como las laminas de células carecen
de vascularidad, s6lo la porcién apical de los sistemas de canales
recibira estas construcciones celulares, y los sistemas de canales
coronales se llenaran con andamios capaces de soportar la

proliferacién celular.(15)

Implantacién y suministro de andamios; un andamio debe contener
factores de crecimiento, proteina morfogénica ésea (BMP), factores de
crecimiento de fibroblastos y factores de crecimiento endotelial
vascular, para ayudar a la proliferacion y diferenciacién de las células
madre, ademas de tener nutrientes que promueven la supervivencia y
el crecimiento de las células, asi como antibidticos para evitar cualquier
crecimiento bacteriano en los sistemas de canales. Los materiales de
los andamios pueden ser naturales o sintéticos, biodegradables o
permanentes. Los materiales sintéticos, como el acido polilactico, el
acido poliglicolico y la policaprolactona, se degradan en el cuerpo

humano y se han utilizado con éxito para la ingenieria de tejidos.

Los hidrogeles son andamios inyectables que pueden administrarse
con jeringa y tienen el potencial de ser no invasivos; también son
faciles de administrar en los sistemas de conductos radiculares. Si bien
poseen esas ventajas, se encuentran en una fase temprana de
investigacion. En la perspectiva de que los hidrogeles sean mas

practicos, la investigacion se centra en hacerlos fotopolimerizables,
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para que formen estructuras rigidas una vez implantados en el lugar del

tejido.

Se han utilizado células madre en la ingenieria tisular de una
articulacién temporomandibular con forma humana. Alhadlag y Mao,
utilizaron células derivadas de MSC encapsuladas en un hidrogel de
diacrilato de {etilenglicol} que se moldeé en un condilo mandibular
humano adulto en capas estratificadas pero integradas de cartilago y
hueso. Los injertos osteocondrales, con forma de ATM humana, se
implantaron en ratones inmunodeficientes durante un maximo de 12
semanas. Una vez recogidos, los condilos de la articulacion mandibular

creados por el tejido conservaron su forma y dimensiones.(16)

Segun Pittenger, et al, las CMM derivadas de la médula 6sea se estan

considerando para la reparaciéon del hueso craneofacial e incluso para la

sustitucion o regeneracion de los tejidos orales La reconstruccion de defectos

craneofaciales y dentales mediante CMM evita muchas de las limitaciones de

las técnicas de autoinjerto o aloinjerto. Se estan realizando estudios clinicos

con células madre para el aumento de la cresta alveolar y los defectos 6seos

largos. También se utilizan injertos 6seos vascularizados en desarrollo con

células madre, y se ha llevado a cabo la reconstruccién de la mandibula

resecada de un paciente mediante esta técnica (14).

Inmunomodulacién. Las MSC han surgido como una estrategia
terapéutica prometedora debido a su tropismo con otros tipos de
células, asi como a sus funciones inmunomoduladoras. La capacidad
inmunomoduladora de las MSC esta regulada por diferentes citoquinas
inflamatorias, y la interaccion entre las células inmunitarias y las MSC
podria contribuir a la regeneracion asi como a la progresion de
diferentes enfermedades inflamatorias. Los principales mecanismos

implicados en la inmunomodulacién de las MSC son el contacto célula
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a célula y la actividad paracrina primada con citoquinas, quimiocinas,
vesiculas extracelulares, estimulos inflamatorios o el cocultivo con otras
células. Por lo tanto, la imprimacion o la habilitacion de las MSC ha
convertido la terapia sin células en un método controlable, manejable y
factible. Sin embargo, aun quedan varias cuestiones por resolver . Las
MSC son muy heterogéneas y cambian significativamente con
estimulos inflamatorios o antiinflamatorios. Por tanto, es dificil entender
como la variabilidad de las MSC influye en sus efectos
inmunomoduladores inducidos. Es posible que las MSC viables
provoquen mecanismos inmunomoduladores mas complejos debido a
su secretoma intacto. Los trabajos futuros deberan explorar la
influencia de otros factores y/o de la inflamacion crénica en la
inmunomodulacién mediada por las MSC. Esto tiene el potencial de
identificar nuevos meétodos de precondicionamiento para mejorar la
eficacia de las MSC y minimizar la variacién en la efectividad paracrina
de las MSC vy la eficacia terapéutica, especialmente en lo que respecta

a la traducibilidad clinica (16).

2. Migracién de células mesenquimales y reparacion tisular

Como se ha mencionado anteriormente las células troncales mesenquimales
(MSCs) son células adultas con la capacidad de autorrenovarse y diferenciarse en
diversos linajes celulares, incluidos el adipogénico, condrogénico y osteogénico
(Figura 2).
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I Diferenciacion en células troncales mesenquimales

Células troncales o, - .
mesenquimales(MSC) D Autorenovacion

Diferenciacion

’ * ) Ea

Miocito Adipocito Osteoblasto Condrocito Neurona

Figura 2: Diferenciacion de células troncales a diversos tipos celulares. Fuente, elaboracion

propia con la aplicacién BioRender.com

Las MSCs mas comunmente utilizadas en terapia celular e ingenieria
de tejidos son las derivadas de la médula 6sea, pero la utilizacion de otro tipo
de células sigue siendo escasa.

Independientemente del origen, las MSCs en un proceso fisiologico de
reparacion deben movilizarse al sitio de la lesion tisular durante la curaciéon de
las heridas; esta migracidén esta regulada por factores mecanicos y quimicos.
A continuacion se discute algunos de los mecanismos regulatorios principales
relacionados con la migracion de las MSCs, principalmente los que dirigen a
la diferenciacion y la funcién paracrina de las mismas durante los procesos de

curacion tisular (11).

2.1. Factores quimicos
Las MSCs representan una importante herramienta para la terapia
celular en la medicina regenerativa, mostrando resultados prometedores para

reparar tejidos dafiados tanto in vitro como in vivo.

15


https://paperpile.com/c/6vF5gy/Rwnn

Las MSCs poseen lo que se conoce en inglés como homing ability, 10
que significa que esta poblacion celular puede migrar a sitios de lesién, y
poseen la capacidad de diferenciarse a células propias de la lesion tisular,
ademas, son capaces de secretar quimiocinas, citocinas y factores de
crecimiento que ayudan en la reparacion tisular (7).

Pese a las caracteristicas de las MSCs, el movimiento de las mismas
dentro de los tejidos es un proceso complejo, que, para llevarse a cabo
requiere de factores como los ya mencionados, las quimiocinas, citocinas y
factores de crecimiento, ademas de los factores mecanicos (15).

Los factores mecanicos incluyen las fuerzas hemodinamicas que se
aplican a las paredes de los vasos sanguineos, en forma de tension de corte,
elasticidad ciclica vascular y la elasticidad de la matriz extracelular (EMC)
(17).

Actualmente, algunos métodos para evaluar la migracion celular in vitro
incluyen el ensayo de la camara de transpozos y el ensayo del cierre de la
herida.

Por otro lado, la migracién in vivo se estudia comunmente al marcar las
MSCs con un croméforo fluorescente o con luciferasa, para después darle

seguimiento con un sistema de imagen (15).

2.1.1. Quimiocinas

Las quimiocinas son una familia amplia de proteinas pequefas que
proporcionan la sefializacion de las proteinas de la membrana celular
conocidas como proteinas G. Las quimiocinas son generalmente conocidas
por su capacidad de estimular la migracién celular, principalmente de las
células inmunitarias, como los leucocitos (18).

Aunque las quimiocinas involucradas en la migracion de MSCs son
diversas, una de las estudiadas con mayor amplitud es el receptor CXCR4;
esta proteina es critica para el homing de las MSCs. Por ejemplo, las

investigaciones in vitro e in vivo han reportado que el complejo del CXCR4
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con el factor de crecimiento derivado del estroma-1, el SDF-1 es necesario
para estimular la migracién después de un dafio tisular en el higado (15).

Otra quimiocina que es importante para la migracion tisular es la
Osteopontina (OPN), la cual es sintetizada por varios tejidos, y se ha visto
que regula la inflamacién y la respuesta tisular a una lesién en el corazén, el
rinon, el pulmon, el hueso y otros tejidos. Un incremento en la produccion de
OPN en los tejidos dafiados se relaciona con el incremento de la migraciéon de
las MSCs mediante la remodelacion del citoesqueleto de éstas (7).

La habilidad de wuna célula para modificar dinamicamente su
citoesqueleto es importante para eficientar la migracién celular, ya que
mediante este proceso la célula es capaz de reducir el esfuerzo fisico que
constituye moverse a través de los tejidos danados (19).

La forma en que una célula modifica su forma se relaciona con su

elasticidad, y ésta se determina por la estructura de su citoesqueleto.

2.1.2. Citocinas

Las citocinas pro-inflamatorias son activadores de las células del
sistema inmune, sin embargo, la evidencia reciente sugiere que estas
moléculas tienen efectos en el tamafio y la diferenciacion celular de las
MSCs, particularmente de aquellas derivadas de la médula 6sea.

El estudio de los blancos celulares de las citocinas pro-inflamatorias es
un paso critico para dilucidar la interaccién de la respuesta inflamatoria y su
papel en la modulacion de las MSCs (20).

La respuesta celular a la inflamacion produce la secrecidén de citocinas
que impactan en la diferenciacion de las MSCs; ademas, la produccién de
factores secundarios también debe considerarse en el proceso de reparacion.

Se ha visto que las citocinas pro-inflamatorias como la G-CF y el TNF-a
tienen un efecto sinérgico para estimular el desarrollo de linajes mieloides.
Por otro lado, los interferones y el TNF inducen la secrecién de Sca-1 en

MSCs, un marcador temprano de troncalidad, inhibiendo su capacidad de
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autorenovacion y estimulando su diferenciacion hacia linajes mas maduros
(21).

Pese a la investigacion realizada, se considera que la mayoria de los
estudios hechos no analizan el efecto combinado de las citocinas,

consecuencia de la falta de disefios experimentales adecuados (22).

2.1.3. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son una clase de polipéptidos que regulan
la migracion celular, la proliferacion, la diferenciacion y la sintesis de la ECM.
Se ha reportado que los factores de crecimiento juegan un papel importante
en la migracion celular. Por ejemplo, el factor de crecimiento fibroblastico
basico (bFGF), el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), el factor
de crecimiento de hepatocito (HGF), el factor de crecimiento similar a la
insulina-1 (IGF-1), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), y el
factor de crecimiento transformante B1(TGF-B1), se encuentran comunmente
durante el proceso de reparacion tisular (23,24).

Diversos estudios han demostrado que estos factores de crecimiento
son criticos para el reclutamiento de MSCs al sitio de la lesion, y para que las

MSCs cumplan sus funciones durante la regeneracion tisular (25).

2.2. Factores mecanicos

El microambiente en el cual las MSCs viven es importante para su
apropiada migracién. Ademas de los factores quimicos, la migracion de las
MSCs también puede verse afectada por factores mecanicos como la presion
mecanica, la tensidn de corte y la elasticidad de la ECM, asi como la

microgravedad (26).
2.2.1. Presion mecanica

Durante el proceso de migracion celular a los sitios de lesion tisular

mediante la circulacién periférica, las MSCs se adhieren a las paredes de los
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vasos y estan sujetas a fuerzas hemodinamicas que ocurren en el interior
vascular, en la forma de presién mecanica y de tension.

Por ejemplo, un estudio in vivo mostré que el estrés mecanico del 5%
dentro de las primeras 6 h incrementaron la migracion de las MSCs. Los
investigadores sugieren que lo anterior se atribuye a la activacién de la via de
FAK-ERK1/2 (27).

2.2.2. Tension de corte

Otra fuerza hemodinamica aplicada a las paredes de los vasos, por
donde suelen viajar las MSCs, es la tensidén de corte. Si bien se sabe eso, los
estudios relativos a esta variable son escasos.

Por citar un ejemplo, se ha visto que las MSCs, al ser sometidas al
ensayo del cierre de la herida, bajo una tension de corte de 0.2 Pa, muestran
activacion de la via de sefializacion JNK y p38 MAPK; vias relacionadas con
la migracion.

Por el contrario, el mismo ensayo con una tension de corte de >0.2 Pa

inhibe la expresion del JNK 'y p38 MAPK, y a su vez, la migracién celular (27).

2.2.3. Elasticidad de la matriz extracelular

Las MSCs se encuentran rodeadas por una ECM que transmite senales
biofisicas y biomecanicas complejas. Sobre esta misma idea, el mddulo
elastico de la ECM es percibido por las MSCs; este modulo regula la

respuesta bioldgica de la migracion celular.

En general, las MSCs migran de una matriz flexible (1 kPa) a una matriz
menos flexible (34 kPa) mediante la polarizacion de su citoesqueleto, y la
fosforilacion de las cadenas pesadas de miosina tipo Il, lo que sugiere que la
polarizacion de las MSCs se encuentra profundamente regulada por una

sensibilidad mecanica, conocida como la mecanotransduccion (27).
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2.2.4. Microgravedad

La gravedad normal de 1 (1g) es muy importante para el mantenimiento
de las funciones normales del cuerpo, lo cual ha sido demostrada por la
carrera aeroespacial, donde los astronautas, durante los primeros viajes
espaciales, sufrian problemas como pérdida de la densidad 6sea en huesos
de carga.

Los estudios recientes demuestran que las condiciones de
microgravedad pueden inhibir la proliferacion y la diferenciacion de las MSCs;
por ejemplo, las MSCs estimuladas con microgravedad; esto es, las células
se ponen a rotar a 10 rpm, lo que corresponde a 1X102 g; inhiben su
migracion porque sufren una remodelacién en el citoesqueleto de actina,
disminuyendo la elasticidad del este (28).

La Figura 3, ilustra y contiene una representacion grafica de los
factores que afectan la migracion de las MSCs y que han sido descritos en el

presente manuscrito.

Factores Quimicos
e SDF-1/CXCR4
* Osteopontina (OPN)
« Factores de
crecimiento (bFGF,

Reparacion tisular

VEGF, HGF, IGF-1, PDGF, a
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Elasticidad de la matriz
extracelular

¢ Microgravedad

Figura 3: Factores que afectan la migracion en células troncales mesenquimales derivadas de
tejidos adultos. (bFGF) factor de crecimiento fibroblastico basico , (VEGF) factor de crecimiento
vascular endotelial , (HGF) factor de crecimiento de hepatocito , (IGF-1) factor de crecimiento similar
a la insulina-1 , (PDGF) factor de crecimiento derivado de plaquetas , y (TGF-[31) factor de

crecimiento transformante. Fuente, elaboracion propia con la aplicacién BioRender.com

20


https://paperpile.com/c/6vF5gy/5fVJ

IV. Justificacion y planteamiento del problema

La regulacion de la migracién celular es una pregunta de investigacion
relevante en el campo de la bioingenieria de tejidos.

Incrementar o suprimir la migracion celular, y controlar su direccionalidad,
resulta de gran utilidad para controlar diferentes fenémenos fisiolégicos, como la
reparacion tisular.

Para su estudio, se han aplicado diversas estrategias que se enfocan en los
estimulos mecanicos, donde el modelo de las células troncales mesenquimales ha
resultado de gran utilidad.

Ademas, los estimulos vibratorios, como las ondas Hertzianas han mostrado
resultados prometedores para la estimulacién de MSCs.

Sin embargo, la mayoria de los estudios se han realizado con MSCs
derivadas de médula ésea, mientras que los estudios que emplean MSCs derivadas
de tejidos dentales, y particularmente de una poblacion mexicana, son sumamente
escasos.

Mas aun, el disefio adecuado de los analisis in vitro que pueda reproducirse y
discutirse por diversos grupos de trabajo sigue sin establecerse adecuadamente.

Por lo anterior, en el laboratorio de bioingenieria de tejidos se ha disefiado
una plataforma que permita estimular a las MSCs mediante estimulos vibratorios.

En el presente trabajo se propone una metodologia de analisis morfolégico
del proceso de migracion celular mediante epifluorescencia, y que permita analizar

muestras de MSCs estimuladas con vibraciones sinusoidales.

V. Hipétesis
Las vibraciones de 30Hz y menos de 1g tienen un efecto sobre la migracion

de las células mesenquimales de origen dental, y este efecto puede analizarse

mediante un estudio de epifluorescencia.

VI. Objetivo

Analizar los efectos de la vibracion de 30Hz y menos de 1g sobre la
migracion de células troncales mesenquimales de origen dental mediante un estudio

de epifluorescencia.
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VIl. Metodologia

Se seleccionaron 40 microfotografias del experimento 082022-05 para
su analisis digital mediante el software Fiji Imaged de los Institutos Nacionales
de Salud. Estas fotos fueron representativas de las condiciones
experimentales y del control del experimento mencionado, y se cargaron en el
software Fiji ImageJ.

Mediante la funcion de Set Scale, se calibré la escala y se realizaron
mediciones seriadas, mismas que fueron registradas, y evaluadas para su
analisis estadistico. La estadistica presentada en este trabajo es descriptiva.

Para la evaluacion de la diferencia entre grupos se utilizaron pruebas T,
mediante la aplicacion Excel.

El experimento del cual se obtuvieron las microfotografias consistié en
lo siguiente, las células DT-MSCs derivadas de tejido gingival fueron donadas
por el Dr. J. Montesinos del Laboratorio de Células Troncales, Unidad de
Investigacion en Oncologia del Hospital Nacional Centro Médico Siglo XXI del
Instituto del Seguro Social. La linea ha sido previamente aislada vy
caracterizada (numero de aprobacion del comité de ética CIE/1110/2017). Las
células expresan altos niveles de los marcadores de superficie CD105, CD90
y CD73 -tal y como lo establece la Sociedad Internacional de Terapia Celular-.

Adicionalmente, las DT-MSCs expresan altos niveles del marcador
CD13. Finalmente, las DT-MSCs expresan moderadamente el marcador
HLA-ABC, y son negativas para el HLA-DR; y no expresan marcadores
hematopoyéticos como son el CD34, CD45, ni marcadores endoteliales como
el CD31. Las células muestran morfologia fibroblastica.

Las células DT-MSCs fueron cultivadas en Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium de baja glucosa (1g-DMEM, GIBCO, Invitrogen), suplementada con
10% de SFB (BioWest), y 1% de antibidtico- antimicético; y se mantuvieron
dentro de una incubadora con una concentracion de CO2 al 5%, temperatura

de 37°C y una humedad de 100%, el medio se cambié cada tercer dia.
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Una vez que las células alcanzaron el 80% de confluencia, se vibraron
a 30 Hz por 20 minutos, posteriormente mediante una tripsinizacién se
recolectaron, y sembraron en platos de 6 pozos a una densidad de 50.000
células/pozo.

Se dejaron 24 horas se vibraron nuevamente a 30Hz por 20 min.
Pasadas las primeras 48 h, y una vez que las células habian alzado una
confluencia de 80% en cada pozo, se vibraron nuevamente a 30Hz por 20
min, y se realizd una herida con una puntal de 200 ul, se lavaron con PBS
(buffer de fosfatos salinos), y se cambié el medio.

Las células se fijaron con formaldehido al 4% alas 0, 1, 3, 6, 12y 24 h,
posteriormente se deshidrataron en alcoholes seriados, y se tifieron con
4’ 6-diamidino-2-fenildolona (DAPI), a las muestras se les tomaron las

microfotografias, que se emplearon en el presente estudio.

VIIl. Resultados

Inicialmente las células a las 24 h de ser vibradas mostraron un ligero cambio en su
citoplasma con formacién de prolongaciones anchas, lo que pareciera una mayor

area de contacto del citoplasma con la superficie del plato de cultivo (Figura 4).

Sin vibracion 30 Hz de vibracion
| p
v];/zv A A
) Y y
R | 4 # i
“ R
5\ i
N
4
& #
, vk
vl \ o L N
24 h de cultivo 24 h de cultivo

23



Figura 4: Fotografias representativas de las células mesenquimales a las 24h de cultivo
después de la primera vibracién. Cada tiempo evaluado se compara con células no vibradas. Las
células mesenquimales parecen estar afectadas por los 30Hz de vibracién, con menos células en el
plato no vibrado, se muestra un cambio en el citoplasma de las células con un ensanchamiento y lo
que parece el desarrollo de una mayor area de contacto con el plato de cultivo. Fuente: elaboracion

propia.

El analisis digital mostré que las vibraciones de 30 Hz promueven la migracién de

células mesenquimales de origen dental, tal como se muestra en la figura 4.
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Figura 5: Grafica de la distancia de cierre de herida en células mesenquimales de origen
dental. Cada tiempo evaluado se compara con células no vibradas. C, control. Fuente: elaboracion

propia.

Aunque no se observaron diferencias durante las primeras horas, a las 12
horas habia una diferencia significativa (p=0.002) entre la distancia de cierre de las
células vibradas (41.35 micrometros) y las células no vibradas (132.72 control,
micrémetros). La cual permanecié a las 24 h (0 micrométros) comparado con el

control (92.72 micrometros).
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Lo anterior sugiere que los estimulos vibratorios a 30 Hz promueven la
migracion celular (Figura 5). Ademas, el patron de migracion en las imagenes de las
células vibradas es confluente hacia la zona de vibracion, la cual fue el centro del

plato.
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Figura 6: Microfotografias representativas del andlisis digital Cada tiempo evaluado se compara

con células no vibradas. Barra de escala 100 micrométros. Fuente: elaboracién propia.

Adicionalmente, en las primeras fotografias, de las 0, 1, 3, y 6 horas, no se
encontraron diferencias entre la distancia recorrida por la células no vibradas y las

células estimuladas con 30 Hz de vibracion.

Solo a las 12 y 24 horas se encontraron diferencias entre las dos
condiciones, durante el analisis también se encontré diferencias a lo largo de la
herida, con zonas de la herida cerca de donde se puso el estimulo vibratorio
completamente cerradas, mientras que zonas mas alejadas mostraban un menor

numero de células y una herida mas amplia.

La Figura 7 es una representacion grafica de los tiempos mas significativos

del presente estudio.
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Figura 7: Grafica de la distancia del cierre de la herida en tiempos mas representativos del

*

ensayo. Cada tiempo evaluado se compara a las células vibradas a 30 Hz con células no vibradas.
(p < 0.005). El estimulo vibratorio inhibe la migraciéon de las células mesenquimales de origen dental

alas 12y 24 h después de realizada la herida. Fuente: elaboracion propia.

Las células mesenquimales de origen dental estimuladas con vibraciones a
30 Hz migran en forma de hojas y cadenas de células hacia la zona de la herida,

patrones consistentes con migracion colectiva (Figura 7).

Figura 7: Patrones migratorios de las células mesenquimales. Escala 150 micrometros. A,
patrén en forma de hoja. B, patrén de arriba en forma de cadena (arriba), patron de abajo en forma

de hoja (abajo). Fuente: elaboracion propia.

La tabla 2 enlista los promedios de las mediciones del cierre de la herida a

las diferentes horas de cultivo.
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Tabla 2. Ensayo de migracion en células mesenquimales

Oh 1h 3h 6 h 12h 24 h
0 Hz Distancia en um 275.02 293.45 297.99 239.73 132.72 92.72
Desviacion 28.91 32.61 28.41 33.26 24.91 128.47
estandar
30Hz Distancia en um 277.75 315.12 281.71 243.61 41.35 0
Desviacion 24.31 54.51 54.23 82.75 38.14 0
estandar

IX. Discusion

El presente estudio expone un analisis digital para un experimento que se
realizé en células mesenquimales que se sometieron al estimulo vibratorio de 30 Hz,
y al ensayo del cierre de la herida, un método sencillo y comunmente empleado
para el estudio de la migracion celular in vitro.

Aunque la vibracion no es un tipo de estimulacion mecanica en condiciones
fisiologicas, se han realizado un gran numero de estudios sobre la vibracién en la
osteogénesis (25), (12).

Ademas, la vibraciéon se ha utilizado para tratar la osteoporosis porque
estimula los huesos con los movimientos del cuerpo. Las vibraciones del tamario y
la frecuencia adecuados pueden provocar una respuesta anabdlica en los huesos
(29), (30).

La vibracién de baja magnitud (LMV) es ampliamente aceptada por los
meédicos y los pacientes en la clinica como una forma de terapia de ejercicio basada
en la vibracion (31).

Se ha observado que la vibracién regula y coordina la resorcién y la
formacion ésea de las MSCs a través de multiples vias de senalizacion; por ejemplo,
se ha reportado en previas investigaciones que la vibracion regula la via de
sefializacion Wnt promoviendo la osteogénesis de las MSC (32).

Chen y colaboradores demostraron que la vibracién aumentaba la adhesion
celular de las MSC en superficies recubiertas de hidroxiapatita mediante la

activacion de la via de senalizacion Wnt/B-catenina. Con base en estas
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investigaciones, se ha sugerido que la vibracién podria proporcionar un medio para
promover la osteointegracion de los implantes 6seos (33).

En el presente estudio, las células estimuladas con migracién presentaban
patrones en forma de cadenas y hojas, con direccién en el estimulo migratorio que
se infiere por la posicion del nucleo, lo que es consistente con los patrones descritos
para la migracion colectiva. Ademas de mostrar una velocidad de migracién mayor
que sus contrapartes no vibradas.

Estudios similares han demostrado que la vibracion mejora la funcion de la
B-catenina a través de la inhibicidon del elemento del complejo de destruccion de
B-catenina GSK3B (glucdégeno sintasa quinasa 3B), que promueve la funcion del
enlazador del citoesqueleto y el nucleoesqueleto (LINC) (34).

Otro estudio encontré que la expresion de miR-335-5p fue regulada al alza a
través de la vibracion. miR-335-5p induce la diferenciacion osteogénica mediante la
supresion de la expresion de la proteina 1 relacionada con Dickkopf, un inhibidor de
la sefializacion Wnt (35).

Aunque en el presente estudio no se examiné la diferenciacion osteogénica,
se sabe que cuando las MSCs comienzan un proceso de diferenciacion disminuye
su tasa de proliferacion. Ademas de la via Wnt, la vibracién también puede regular
el proceso de formacién 6sea mediante la regulacion al alza de la expresion del
receptor de estrogeno a. Se sabe que el receptor de estrégeno es un mediador en la
remodelacion Osea y es significativo en la osteoporosis por falta de estrogeno
(35,36)

También se ha demostrado que la via ERK1/2 y la sefalizacion p38 MAPK
desempefnan un papel esencial en la osteogénesis inducida por vibracion de las
MSC. Investigaciones recientes ilustran el efecto de la vibracion sobre el YAP, un
factor de transcripcion importante para la osteogénesis de las MSC (37,38).

Thompson y colaboradores descubrieron que la aplicacion de la vibracion
aumenta el desplazamiento nuclear de YAP y restablece los niveles nucleares
basales de YAP, lo que conduce a la osteogénesis de las MSC (39). Ademas de la
diferenciacion, la migracion de las MSC también esta regulada por la vibracion. Wei
y colaboradores descubrieron que la via SDF-1/CXCR4 mejoraba la migracion de
las MSC en respuesta a la vibracion, lo que promovia la curacién de fracturas
(40,41).
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Aunque en el presente estudio se encontré un incremento de la migracion
con el estimulo de 30 Hz, es necesario hacer mas estudios a diferentes frecuencias
para poder sacar conclusiones definitivas, entre ellas analizar las vias de
sefalizacion relacionadas con la migracion.

Ademas del estiramiento, la compresién, la tension y la vibracion, se ha
descubierto que el estimulo ultrasonico por pulsos de baja intensidad conocido
como LIPUS es un tipo de fuerza que promueve la formacion de hueso (42).

Gao y colaboradores analizaron las distintas vias de las MSC de diferentes
fuentes en la proliferaciéon estimulada por LIPUS; comprobaron que éste aumento la
proliferacion de todos los tipos de MSC. Por ejemplo, en las MSCs de origen pulpar,
la estimulacion con LIPUS llevé a la activacion de ERK1/2 (DPSCs), mientras que
las MSCs de médula ésea se activo la via de JNK MAPK. Sin embargo, en las
MSCs de ligamento periodontal, la sefalizacion de JNK MAPK se estimuld
inmediatamente después de la aplicacion de LIPUS y la p-p38 MAPK aumento
posteriormente (43).

Los estimulos con LIPUS también promueven la migracién de las MSCs en la
cicatrizacion Osea, posiblemente a través de la activacion de la sefalizacion
SDF-1/CXCR4 (Wei et al., 2014). Sin embargo, la eficacia de LIPUS en la
osteogénesis esta abierta al debate, ya que algunos investigadores sugieren que el
LIPUS posiblemente no tiene ningun efecto en la curacion ésea (44).

La complejidad de estos procesos muestra otras dimensiones,
enriquecedoras para la reflexion o el analisis, cuando se considera, por ejemplo, los
andamios celulares utilizados para la reparacién y regeneracion tisular.

Por ejemplo, aparte de las células sanguineas, si no todas, la mayoria de las
células normales de los tejidos humanos son dependientes del anclaje y residen en
una matriz solida llamada matriz extracelular (MEC).

Existen numerosos tipos de MEC en los tejidos humanos, que suelen tener
multiples componentes especificos para cada tipo de tejido. En cuanto a las
funciones de la MEC en los tejidos, pueden clasificarse generalmente en cinco
categorias. En primer lugar, la MEC proporciona un soporte estructural y un entorno
fisico para que las células que residen en ese tejido se adhieran, crezcan, migreny
respondan a las sefiales. En segundo lugar, la MEC confiere al tejido sus
propiedades estructurales y, por tanto, mecanicas, como la rigidez y la elasticidad,

que estan asociadas a las funciones del tejido. Por ejemplo, los haces gruesos y
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bien organizados de colageno de tipo | en el tenddn son muy resistentes al
estiramiento y son responsables de la elevada resistencia a la traccion de los
tendones. Por otro lado, las fibrillas de colageno y las fibras de elastina de la piel,
distribuidas aleatoriamente, son responsables de su dureza y elasticidad.

En tercer lugar, la MEC puede proporcionar activamente sefales bioactivas a
las células residentes para regular sus actividades. Por ejemplo, la secuencia RGD
de la fibronectina desencadena eventos de union, mientras que el patron topoldgico
regular estimula la alineacion preferente de las células. En cuarto lugar, la MEC
puede actuar como depodsito de factores de crecimiento y potenciar sus
bioactividades. Por ejemplo, los proteoglicanos de sulfato de heparina facilitan la
dimerizacion del factor de crecimiento bFGF y, por tanto, su actividad. En quinto
lugar, la MEC proporciona un entorno fisico degradable para permitir la
neovascularizacion y la remodelacion en respuesta a los retos del desarrollo,
fisioloégicos y patoldgicos, durante los procesos dinamicos del tejido, a saber, la
morfogénesis, la homeostasis y la curacion de heridas.

Intuitivamente, el mejor andamio para un tejido disefiado deberia ser la MEC
del tejido objetivo en su estado nativo. Sin embargo, las multiples funciones, la
compleja composicion y la naturaleza dinamica de la MEC en los tejidos nativos
dificultan su imitacién exacta. Por lo tanto, el concepto contemporaneo de andamiaje
en la ingenieria de tejidos consiste en imitar las funciones de la MEC nativa, al
menos de modo parcial. En consecuencia, las funciones mas relevantes que
desempenfian los andamios en la ingenieria de tejidos, son analogas a las funciones
de la MEC en los tejidos nativos y estan asociadas a sus caracteristicas
arquitectonicas, biolégicas y mecanicas (45).

De acuerdo con su origen, podemos dividir a los andamios en sintéticos y
naturales. Los andamios sintéticos han sido usados como analogos de la MEC y
ofrecen diferentes ventajas y limitaciones en comparacién con los polimeros
naturales. Por ejemplo, las propiedades de los polimeros sintéticos pueden
controlarse para adaptarse a funciones especificas, y por tanto, pueden ser mas
adecuados como andamios para multiples aplicaciones dentro del campo de la
ingenieria tisular. Ademas, muchos polimeros sintéticos son reabsorbibles y tienen
una tasa de degradacion y una resistencia mecanica conocidas, por lo que el tiempo
de degradacion no deberia variar significativamente entre los huéspedes. Los

andamios sintéticos ofrecen muchas caracteristicas positivas para su uso como
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materiales de andamiaje, y casi parecen ser la respuesta ideal en el sentido de
andamios para la ingenieria de tejidos, sin embargo el dilema principal es que
carecen de uno de los principales requisitos de un analogo de la MEC. Aunque las
caracteristicas superficiales y estructurales de los polimeros pueden controlarse, al
ser sintéticos, carecen del componente bioldgico de la MEC nativa. Otra desventaja
es que los productos de degradacion de estos polimeros pueden ser toxicos,
principalmente acidos débiles, que pueden causar una reaccién adversa si se
acumulan localmente.

Los polimeros sintéticos biodegradables han sido el enfoque principal de los
andamios de ingenieria tisular, la mayoria de los cuales pertenecen a la familia del
poliéster. Como respuesta a la desventaja intrinseca de los polimeros sintéticos de
carecer del componente biologico, se utilizan ampliamente los polimeros naturales,
ya sea por si mismos, 0 como mezcla con los sintéticos.

Los andamios naturales derivados de recursos renovables como plantas,
animales y microorganismos, los polimeros naturales utilizados en andamios
ofrecen una ventaja debido a su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad.
Son biolégicamente similares a la MEC nativa, lo que permite a las células
interactuar con estos polimeros de forma natural a través de receptores y sefnales, y
también ayuda al correcto funcionamiento de las células, como la adhesion, la
proliferacion y diferenciacion.

Las desventajas de los polimeros naturales son la variabilidad de la tasa de
degradacion, inconsistencia entre lotes y poca resistencia mecanica. Otra
desventaja importante a tener en cuenta es la capacidad de estos polimeros de
inducir una respuesta inmunitaria debido a la presencia de impurezas o endotoxinas,
dependiendo de su origen (46).

Sin importar el origen del andamio, este deberia promover la migracion de las
células mesenquimales sobre si mismo, para permitir, no solo para permitir reparar
el tejido danado; también debera promover una adecuada vascularizacion, la cual es

imprescindible para alcanzar la funcionalidad de dicho tejido.
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X. Conclusiones

El ensayo del cierre de la herida es un método sencillo y replicable que permite
estudiar la migracién in vitro. La estandarizacion de un método de analisis mediante
el software Fiji Image J permite la estandarizacion de resultado para mejorar la
reproducibilidad de los mismos, mientras que la tincion del nucleo celular mediante
epifluorescencia le da una mayor asertividad a la direccion en que se esta inclinando
la célula. Esto es mediante la angulacion de los nucleos. Los estimulos vibratorios
son capaces de afectar la migracion de las células mesenquimales. Dentro de
nuestro conocimiento este es el primer estudio en evaluar la migracién en células
mesenquimales de origen dental derivadas de una poblacién mexicana, lo cual
podria tener implicaciones a largo plazo en el disefio de terapias que emplean

vibraciones.
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Anexos

Moviento celular

cuerpo de la célula
(Rho) La células produce
enzimas para cortar
las proteinas de la

matriz extracelular

1. Extension de las
prolongaciones de
Lamelipodia
(Rac)

2. Nuevas adhesiones
rodeando las proteinas
de matriz (Rac)

Fases del movimiento celular

Elaboracion propia con la aplicacion Biorender

38



Biomaterials

for Scaffolding
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Natural
biomaterials
Protein origin Polys:tr:i;?na iides _Polymer
biomaterials biomatorials biomaterials

- Silk

= Collagen
= Fibrin

= Gelatin

————

= Hyaluronan
= Alginate
- Agarose
= Chitosan

Biomateriales para andamiaje

|

Ceramic

biomaterials

/

= Poly-ethylene glycol
(PEG)
= Polyglycolide (PGA)

= Poly-lactic-co-glycolic
acid (PLGA)

= Poly-D, L-lactide
(PDLLA)

= Poly-e-caprolactone
(PCL)

Y

\

J

-

= Alumina
= Zirconia
= Sintered HA

= a-or B tricalcium
phosphate (a TCP, g -TCP)

= Tetracalcium phosphate
= Hydroxyapatite

= Bioactive glass

= Calcium phosphate

. J
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