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RESUMEN

El hueso es un tejido conectivo especializado, dindmico y vascularizado formado por una
matriz mineralizada. Se encuentra en constante formacion y resorcion, lo que permite el
mantenimiento de su volumen y la reparacion del dafio tisular. Un desbalance en el
equilibrio entre la pérdida y formaciéon del tejido éseo, asociado a diversos factores
etiolégicos (como traumatismos, procesos infecciosos, osteoporosis, osteopenia, quistes o
tumores, entre otros), pueden conllevar a una significativa pérdida de densidad o masa
0sea. En la ingenieria de tejido 6seo, se han utilizado andamios de distintos biomateriales
a base de polimeros, cerdmicas 0 metales. Aunado a los andamios, se han empleado
diversos fenotipos celulares y una gran variedad de moléculas o factores de crecimiento
con la finalidad de replicar las sefiales moleculares que promueven la proliferacién y
diferenciacion celular, que al ser probados en entornos in vivo y/o ex vivo han permitido el
desarrollo de alternativas regenerativas prometedoras. Estudios previos en el Laboratorio
de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados han permitido establecer una estrategia
metodoldgica donde, a partir del empleo de andamios sintetizados de quitosano y en
combinacion con péptidos derivados de las proteinas de la matriz del cemento radicular, se

ha logrado observar la neoformacion de un tejido mineralizado similar al hueso.

Objetivos: Determinar si el tejido neoformado por la combinacion del péptido CAP-p15 con

un andamio de quitosano, en defectos criticos de calvaria de ratas, es tejido 6seo.

Metodologia: Se utilizaron 6 ratas de la cepa Wistar a las cuales se les realizaron defectos
de tamafio critico en la calvaria (9 mm de diametro). A un grupo (n=3) se les coloc6 un
andamio de quitosano, y al otro grupo (n=3) se les colocdé un andamio de quitosano
embebido con CAP-p15 (20 pg). Al término de 4 meses, se llevd a cabo un analisis de
histomorfometria del tejido neoformado para cada grupo, y se evalud la presencia de

marcadores osteogénicos especificos mediante ensayos de inmunofluorescencia.



Resultados: El andlisis histolégico demostrd que el tejido neoformado en calvaria de ratas
por la combinacion del péptido CAP-pl5 con andamios de quitosano muestra las
caracteristicas del tejido 6seo. En la histomorfometria se observo un porcentaje elevado de
regeneracion. Las imagenes obtenidas mediante los ensayos de inmunofluorescencia
demostraron la presencia de marcadores osteogénicos relacionados a la formaciéon y

mineralizacion del hueso.

Conclusién: De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio, el andamio de
guitosano en combinacion con CAP-pl5 constituye una alternativa prometedora para su
futura aplicacion clinica en la regeneracion de tejido 6seo debido a que ha demostrado que
tiene relevancia en cuanto al porcentaje obtenido de formacién 6sea en los defectos criticos
de calvaria de ratas a los 120 dias; ademas, se demostrd que el andamio de quitosano logra

su biodegradacion en menos de 4 meses.



ABSTRACT

Bone is a dynamic, vascularized, and mineralized connective tissue that is in constant
formation and resorption, which allows the maintenance of bone volume and the repair of
tissue damage. An imbalance between the loss and formation of bone tissue, associated
with trauma, infectious processes, osteoporosis, osteopenia, cysts, or tumors, can lead to a
significant loss of bone density or mass. The bone repair/regeneration process involves a
regulated expression of genes and proteins that result in various responses at molecular,
biochemical, histological, and biomechanical levels. In bone tissue engineering, different
biomaterials (such as polymers, ceramics, or metals) have been employed as scaffolds to
mimic the extracellular matrix. In addition, various cell phenotypes and a wide variety of
molecules or growth factors have been used to replicate the molecular signals that promote
cell proliferation and differentiation, obtaining promising results in regenerative therapies.
Previous studies in the Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados (UNAM)
have established a methodological strategy with the use of natural scaffolds synthesized
from chitosan and in combination with peptides derived from cementum-specific proteins to

generate novel alternatives in the neoformation of bone.

Objectives: To determine if chitosan’s scaffolds embedded with CAP-p15 peptide promote

the bone’s neoformation, in rat calvarial critical defects.

Methodology: 6 Wistar rats strains were subjected to calvarial critical-size defects (9 mm
in diameter). One group (n=3) was treated with only chitosan scaffolds, and the other group
(n=3) had chitosan scaffolds with CAP-p15 (20 pjg). At the end of 4 months,
histomorphometric analysis of the newly formed tissue was carried out for each group, and

the presence of specific osteogenic markers was evaluated by immunofluorescence assays.

Results: Histological analysis demonstrated that a chitosan scaffold achieves
biodegradation in less than 4 months. Also, the tissue neoformed in rat calvarias defects
treated with the combination of the CAP-p15 peptide with chitosan scaffolds shows the
characteristics of bone tissue. Histomorphometry showed a high percentage of
regeneration. The images obtained by immunofluorescence assays showed the presence

of osteogenic markers related to bone formation and mineralization.



Conclusion: According to the results obtained in this study, chitosan scaffolds in
combination with CAP-p15 promote the formation of bone in critical calvarial defects of rats
at 120 days and constitute a promising alternative for its future clinical application in the

regeneration of bone tissue.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
Hueso

El hueso es un tejido conectivo especializado formado por una matriz mineralizada que
entre sus funciones estan proporcionar soporte mecanico, brindar proteccion a érganos
vitales, alojar a la médula Osea, participar de manera activa en la homeostasis
hematopoyética, contribuir en la insercion de fibras musculares, tendones y ligamentos;
almacenar y regular iones como el calcio o fosfato, ademas de cumplir una funcién
endocrina importante.13 Este tejido mineralizado, dinamico y vascularizado se encuentra
en constante formacion y resorcion, lo que permite el mantenimiento de su volumen, la

reparacion del dafio tisular y la homeostasis del metabolismo fosfo-célcico.*

El tejido conectivo que recubre las superficies externas del hueso se conoce como periostio,
mientras que el tejido que reviste las cavidades 0seas internas, adyacente a la vasculatura
medular, se conoce como endostio.> El periostio posee una capa interna compuesta de
células Oseas y una capa externa rica en vasos sanguineos, nervios, colagena y

fibroblastos. El endostio esta conformado solo por una capa de células 6seas.®

En la formacién, crecimiento y mantenimiento del tejido 6seo participan, de manera
coordinada, células como las osteoprogenitoras, los osteoblastos, osteocitos y

osteoclastos.!’® En la Figura 1 se muestran las células que forman parte del hueso.

Las células troncales mesenquimales se localizan en el tejido conectivo de la médula 6sea.
Estas células mesenquimales pueden dar origen a cinco estirpes celulares distintas:

fibroblastos, condroblastos, osteoblastos, adipocitos y mioblastos.®

F,Q. R
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Figura 1. Esquema de las células 6seas.*



Las células osteoprogenitoras son células indiferenciadas de origen mesenquimal
derivadas de la médula 6sea, localizadas en el periostio y endostio, que tienen la capacidad
de diferenciarse en osteoblastos. Los osteoblastos son células localizadas en el endostio y
los responsables de la sintesis de matriz organica denominada osteoide tanto en el hueso
en crecimiento como en el maduro (a un ritmo de 2 a 3 um por dia). Son células poliédricas
de aproximadamente 20-30 um de tamafio y se desarrollan bajo influencia de la familia de
las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) y el factor de crecimiento transformante 3
(TGF-B).° Estas células pueden exhibir receptores y proteinas involucradas en la
remodelacion y mineralizaciéon 6sea.? Producen proteinas extracelulares como la
sialoproteina 6sea (BSP), osteocalcina (OCN), fosfatasa alcalina (ALP), osteonectina
(SPARC/BM-40), osteopontina (OPN), trombospondina (TSP) y colagena tipo 1.%1° Los
osteocitos son osteoblastos maduros que han quedado inmersos dentro de la matriz 6sea
gue ellos mismos producen durante el proceso de deposicion mineral, siendo las células
mas abundantes en el tejido 0seo (10 veces mas que los propios osteoblastos). Son
responsables de la mecanosensibilidad, la mecanotransduccién y se encargan de controlar
el remodelado 6se0.%3° Los osteocitos presentan largos procesos similares a las dendritas
con los que se comunican con otros osteocitos y osteoblastos por medio de canaliculos
dentro de la matriz mineralizada, favoreciendo el intercambio de electrolitos y moléculas de
pequefio tamafio.''! Por otro lado, los osteoclastos son células de hasta 150 ym de tamario,
multinucleadas (hasta 100 nucleos), derivadas del sistema fagocitico mononuclear (MPS)
y cuya funcion es la resorcién 6sea mediante la regulacion de enzimas de la matriz, tales
como la fosfatasa 4cida tartrato resistente (TRAP), colagenasa, catepsina K, glucoronidasa,
entre otras.t2101! Estas células ocupan cavidades denominadas lagunas de Howship o
lagunas de resorcion.®’ Poseen el receptor activador para el factor nuclear kappa-B
(RANK), asi como receptores para el factor estimulante de colonias 1 (CSF-1), la
osteoprotegerina (OPG) y la calcitonina. EI CSF-1 y el ligando de receptor activador para el
factor nuclear kappa-B (RANKL) son citocinas necesarias para la diferenciacion,
supervivencia y expansion de células precursoras de osteoclastos. La OPG es un receptor
sefiuelo para RANKL y un regulador fisiol6gico negativo para la osteoclastogénesis.'%1! El
paradigma actual dicta que la proporcién de expresion de RANKL/OPG determina el grado
de diferenciacién y funcion de los osteoclastos.'? En la Figura 2 se muestra la secuencia de

la osteoclastogénesis y osteoblastogénesis.
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Figura 2. A) Osteoclastogénesis B) Osteoblastogénesis.*°

En conjunto, estas células se encargan de mantener la homeostasis de la matriz 6sea, la
cual, se encuentra formada por componentes organicos (35-40%) e inorganicos (60%-
65%).1 La matriz organica estd compuesta por proteinas colagenas (90%), donde la
colagena tipo | es la mas abundante, y cuya funcion es actuar como un andamio biolégico
qgue permite la adhesién, proliferacion y diferenciacién celular; ademas, dirige el tamafio y
la orientacion de los cristales minerales. También incluye pequefias cantidades de colagena
tipo Il y V, cuya funcién principal es proporcionar soporte mecanico y actuar como andamio
para las células 6seas.”® Ademas, se han encontrado vestigios de colagena tipo Xl y XIll.
El 10% restante del componente organico corresponde a proteinas no colagenas.*® Los
cuatro grupos principales de proteinas no coldgenas que hay en la matriz 6sea son los

siguientes:

e Macromoléculas de proteoglucanos: contienen una proteina central con cantidades
diversas de cadenas laterales de glucosaminoglucanos (GAG), como el hialuronato,
condroitin sulfato y queratan sulfato, unidos por medio de un enlace covalente.
Contribuyen a que el tejido 6seo ofrezca resistencia a la compresion, fijacion de

factores de crecimiento e inhibicion de la mineralizacion.13:14

e Glucoproteinas multiadhesivas: actian en la adhesion de células 0seas a la matriz
extracelular (MEC). En este grupo se incluye la BSP, SPARC/BM-40, OPN, la
proteina de la matriz dentinaria 1 (DMP1) y podoplanina (E11).1314



e Proteinas dependientes de vitamina K osteoespecificas: capturan el calcio desde la
circulacién y estimulan a los osteoclastos en el remodelado éseo. En este grupo se
encuentra la OCN, la proteina Gla de la matriz (MGP) y la proteina S.1314

e Factores de crecimiento y citocinas: pequefias proteinas reguladoras que incluyen al
factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a), TGF-B3, los factores de crecimiento derivados de plaquetas (PDGF), las BMPs, la

esclerostina y las interleucinas 1 (IL-1) y 6 (IL-6).1314

Dentro de todos estos grupos de proteinas destacan las BMPs, la BSP, OCN, ALP,
SPARC/BM-40y OPN, que en su conjunto desempefian un papel importante en la adhesion
celular, en la regulacién de formacion de colagena y en la biomineralizacion de la matriz
Osea, e incluso algunas se han empleado como marcadores bioquimicos de la fisiologia
6sea.b1516 | a descripcion general de las proteinas no colagenas de mayor relevancia

presentes en el tejido 6seo se resume en la Tabla 1.

Proteina Funciones

Proteinas morfogenéticas | Inducen la  diferenciacion de  células
Oseas (BMPs) mesenquimales en osteoblastos.

Estimulan la formacién de tejido 0seo.

Sialoproteina dsea (BSP) | Inicia el proceso de biomineralizacion.
Actlia como nucleador de los cristales minerales.

Participa en la union celular.

Osteocalcina (OCN) Participa en la regulacién local del tejido éseo,
favoreciendo la atraccion de los precursores de
osteoclastos.

Tiene un papel inhibidor de la formacion ésea, al
inhibir el crecimiento de cristales.

Captura el calcio de la circulacion y estimula a los

osteoclastos.




Fosfatasa alcalina (ALP)

Hidroliza inhibidores de la deposicion mineral y
aumenta la concentracioén local de fosfatos.
Participa en la biomineralizacion de la matriz.
Regula la proliferacién, migracién y diferenciacion

osteoblastica.

Osteonectina
(SPARC/BM-40)

Regula la organizacion de la colagena, la
deposicion de hidroxiapatita (HA) y factores de
crecimiento.

Participa en la union al calcio.

Adhesion de la coldgena a los cristales de HA.
Regula el tamafio, tipo y el crecimiento de los
cristales formados.

Tiene una actividad inhibitoria en la deposicion de
HA.

Osteopontina (OPN)

Regula e inhibe la biomineralizacion vy
remodelacion Osea.

Se une a las células y controla su proliferacion.
Regula el tamafio, tipo y el crecimiento de los
cristales formados.

Inhibe la formacién de HA.

Adhesioén de las células a la matriz 6sea.

Tabla 1. Descripcion general de proteinas no colagenas presentes en el tejido 6seo.6117

Las BMPs son un conjunto de proteinas enddgenas implicadas en la diferenciacion de
células mesenquimales; tienen la capacidad de inducir la formacion de tejido conectivo,
cartilago, hueso, tejido muscular, tejido cardiaco, rifiones, ojos, piel y dientes. Pertenecen
a la familia de TGF-B y cumplen una funcidn especifica de acuerdo a su localizacion en los
tejidos. En el tejido 6seo, las células osteoprogenitoras, los osteoblastos, condrocitos,
plaquetas y células endoteliales producen BMPs.® Por otro lado, RUNX2 es un factor de
transcripcion clave asociado con la diferenciacion de los osteoblastos.!® Diversos estudios
han demostrado que RUNX2 puede regular la expresion de las BMPs.1820 En la Tabla 2 se

describen las caracteristicas mas relevantes de las BMPs.



https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_transcripci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_de_transcripci%C3%B3n
https://es.wikipedia.org/wiki/Osteoblasto

BMP Descripcién general/Funciones
BMP-1 No pertenece a la familia de TGF-.
*BMP-2 Participa en la diferenciacion
osteoblastica.
Induce la apoptosis.
*BMP-3 BMP mas abundante en hueso.
Inhibe la osteogénesis.
*BMP-4 Osteogénica.
Osteoinductiva.
Participa en el desarrollo del pulmén y
0jo.
*BMP-5 Participa en la condrogénesis.
Osteogénica.
*BMP-6 Participa en la condrogénesis.
Diferenciacion osteoblastica.
Osteogeénica.
*BMP-7 Osteoinductiva.
Participa en el desarrollo del rifidén y
0jo.
Ha reportado tener actividad
inhibitoria en la formacion de hueso.
*BMP-8 Osteoinductiva.
*BMP-9 Se secreta en sistema nervioso y
MPS hepatico.
Osteogénica.
BMP-10 Participa en el desarrollo cardiaco.
BMP-11 Se encuentra en tejidos neuronales.
BMP-12 Participa en la formacién de tendones.
BMP-13 Participa en la formacién de tendones
y ligamentos.
*BMP-14 Mejora la cicatrizacion de tendones y
participa en la formacién de hueso.
BMP-15 Estimula la actividad hormonal.

Tabla 2. Descripcion general de las BMPs.8212-14 *BMPs que se encuentran mas relacionadas al tejido 6seo.
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El componente inorganico del hueso estd formado por sales de calcio y fosfato
estructurados en forma de cristales de hidroxiapatita (HA) [Caw(PO4)s(OH).] y pequeiias
cantidades de carbonato, magnesio, manganeso, flior, potasio y sulfato. Las proteinas con
capacidad adhesiva como OPN, BSP y DMP1 favorecen la biomineralizacion, mientras que

los proteoglucanos, magnesio, ATP y pirofosfato la inhiben.>7

Existen dos tipos de hueso: esponjoso (trabecular) y compacto (denso), los cuales se
distinguen por su porosidad, ubicacion y funcién (Figura 3). El hueso esponjoso esta
formado por redes irregulares de laminas delgadas con un alto grado de porosidad,
denominadas trabéculas. Los espacios que quedan entre las trabéculas estan llenos de
médula Osea, ya sea formada por tejido hematopoyético o por tejido adiposo. En estas
trabéculas existen lagunas donde se localizan los osteocitos; los vasos sanguineos del
periostio penetran al hueso esponjoso y los osteocitos reciben su nutricion directamente de

la sangre que circula por las cavidades medulares.t213

El hueso compacto o maduro, como es comiunmente conocido, esta compuesto por un
sistema de laminillas circunferenciales externas e internas, osteonas/sistemas de Havers y
laminillas intersticiales. Se localiza en las porciones externas de todos los huesos y posee
una estructura dura que proporciona rigidez. Las osteonas o sistemas de Havers consisten
en laminas concéntricas de matriz 6sea, contienen un canal central denominado conducto
de Havers recubierto por endostio, el cual contiene tejido conectivo laxo, vasos sanguineos
y fibras nerviosas; estdn comunicados con el periostio y la cavidad medular.*® Los
conductos de Volkmann son taneles dentro del hueso laminar, que tienen como funcion
comunicar los conductos de Havers entre si. Las laminillas circunferenciales siguen la
totalidad de la circunferencia externa e interna de la diafisis del hueso largo. Las laminillas
circunferenciales externas se encuentran por debajo del periostio y presentan fibras de
Sharpey, que fijan el hueso al periostio en los sitios de insercion tendinosa; las laminillas
circunferenciales internas estan situadas alrededor de la cavidad medular y a partir de estas
se extienden las trabéculas del hueso esponjoso.?313
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Figura 3. Esquema de las partes que conforman los huesos largos y planos.?

Para entender el proceso de regeneracion 0sea es necesario reconocer que el tejido 6seo
se forma a partir de tejido mesenquimatoso o cartilaginoso. Este proceso se denomina
osificacion intramembranosa y endocondral, respectivamente. La osificacion
intramembranosa se realiza mediante la biomineralizacion directa de la matriz secretada
por los osteoblastos y da origen a los huesos planos como los del craneo (calvaria), cara,
maxila y clavicula. La osificacion endocondral se lleva a cabo a través de la sustitucion de
un molde cartilaginoso preexistente y da origen a los huesos largos de las extremidades y
partes del esqueleto axial que soportan el peso del cuerpo, asi como a los huesos
cortos.11213 | as diferencias entre estos huesos de distinto origen se encuentran en la carga
funcional y la vascularizacion. Por ejemplo, el hueso de origen intramembranoso tiene una
vascularizacion mayor que el origen endocondral, lo que puede ser un factor determinante
en cuanto a la concentraciéon de proteinas a nivel local.®'? En la Figura 4 A y B se

esquematiza la osificacion endocondral e intramembranosa.

Remanentes de la placa ef 3 articula
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Figura 4. A) Representacion de la osificacion endocondral.! B) Esquema de la osificacion intramembranosa.?

Asimismo, es importante comprender que la interaccion molecular entre los componentes
organicos e inorganicos que dan lugar a la formacion y maduracion del hueso se lleva a
cabo a través de un complejo proceso denominado biomineralizacion, que es el proceso
mediante el cual se producen minerales en sistemas biolégicos mediante un control

altamente regulado por proteinas, péptidos y moléculas.>1’

La matriz extracelular (MEC) es el andamio que las fibras de colagena proporcionan, y
donde la HA se nuclea y crece. La nucleacion de la HA se inicia principalmente por un
conjunto de proteinas no colagenas fosforiladas y con carga negativa que estan asociadas
a la MEC. Estas proteinas atraen los iones Ca y POs¢ a través de sus dominios de
aminoécidos (AA) cargados y aumentan la sobresaturacion local a un nivel suficiente para

formar nudcleos de un tamafio critico, que puedan convertirse en cristales de HA.'’

La maduracién de la matriz se asocia con la expresion de ALP y varias proteinas no
colagenas, incluidas OCN, OPN y BSP. Se cree que estas proteinas de union a calcio y
fosfato ayudan a regular la deposicion ordenada de minerales mediante la regulacion de la

cantidad y el tamafio de los cristales de HA formados.*317

El mineral 6seo se deposita inicialmente entre los extremos de las fibrillas de colagena.
Este proceso puede ser facilitado por vesiculas de matriz extracelular en el hueso. Las
vesiculas extracelulares de la matriz se sintetizan a través de condrocitos y osteoblastos, y
sirven como microentornos protegidos en los que las concentraciones de calcio y fosfato

pueden aumentar lo suficiente para precipitar la formacion de cristales.’
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Las vesiculas extracelulares de la matriz contienen un nucleo que esta compuesto por
proteinas y un complejo de fosfolipidos acidos, calcio y fosfato inorganico que es suficiente
para precipitar los cristales de HA. A medida que el hueso madura, los cristales de HA

aumentan y reducen su nivel de impurezas.t’

La ampliacién de los cristales se produce tanto por el crecimiento de los cristales como por
la agregacion. Las macromoléculas de la matriz 6sea pueden facilitar la nucleacion
cristalina inicial, secuestrar iones minerales para aumentar las concentraciones locales de
calcio y/o fosfato, o facilitar la nucleacion heterogénea. Las macromoléculas también se
unen a las superficies del cristal en crecimiento para determinar el tamafio, la forma y el
numero de cristales formados.!” Ademas de la concentraciéon de iones de fosfato-calcio y
las proteinas no colagenas, el crecimiento de los cristales esta determinado por el pH y la
temperatura en el entorno intra y extracelular.?® En la Figura 5 se muestra el proceso de

biomineralizacidn mediante vesiculas extracelulares.

Crystalline apatite
propagates from
dense foci

\\t

Vesicles containing calcium phosphate
are deposited on collagen fibrils
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- ’ =
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the extracellular space
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Figura 5. Modelo del mecanismo de biomineralizacion en el tejido 6se0.?

Los promotores de mineralizacion confirmados (nucleadores) incluyen a la DMP1 y la BSP.
Ademas, otras proteinas como la ALP ésea pueden aumentar las concentraciones locales
de fosforo, eliminar los inhibidores que contienen fosfato del crecimiento de cristales de HA
o modificar las fosfoproteinas para controlar su capacidad de actuar como agentes

nucleadores.’
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Estudios in vitro han demostrado que, de manera similar a las proteinas, los AA con carga
son capaces de inhibir o inducir a la mineralizacién de la HA; tal es el caso del acido
aspartico (Asp), acido glutamico (Glu) y fosfoserina que son muy abundantes en el dominio
acido de las proteinas no colagenas (OPN, BSP, DMP1) involucradas en la mineralizacion

de la HA en hueso y dentina.’

Otro proceso fundamental en la fisiologia del hueso es el remodelado 6seo, donde el
crecimiento de los huesos consiste en la formacion de tejido 6seo nuevo acompafiado de
la resorcion parcial del tejido ya formado; de esta manera, los huesos mantienen su forma
al tiempo que crecen. Es un proceso altamente coordinado por los osteoclastos y
osteoblastos, pues es vital para la reparacion del hueso dafiado y mantener la homeostasis

mineral 161313 En |a Figura 6 se esquematiza el proceso de remodelado éseo.

El remodelado 6seo puede ser dividido en las siguientes fases:

Fase quiescente: El hueso se encuentra en condiciones de reposo. Los factores que inician

el proceso de remodelado ain no estan presentes.':13

Fase de activacion: El primer fendmeno que tiene lugar es la activacion de la superficie
0sea, el cual implica la deteccion de una sefial de iniciacion de la remodelacion: esta sefial
puede ser una tensidon mecanica sobre el hueso o accién hormonal. Los osteocitos detectan
estas sefiales y se induce una ola de respuestas transcripcionales que producen/modulan
la secrecion de moléculas que reclutan precursores de osteoclastos e inducen su activacion

y diferenciacién.'t13

Fase de resorcion: Las metaloproteinasas de la matriz (MMP) son secretadas por los
osteoblastos en respuesta a sefiales mecanicas y endocrinas. Las MMP degradan el
osteoide no mineralizado que recubre la superficie del hueso y exponen los sitios de
adhesion RGD, necesarios para la union de los osteoclastos. Los iones de hidrégeno son
bombeados y la disolucion de la matriz mineralizada ocurre en este espacio acido,
produciendo las lagunas de Howship. Los osteoclastos comienzan a disolver la matriz

mineral y a descomponer la matriz osteoide por medio de enzimas colagenasas.'**3
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Fase de inversion: Después de la resorcion mediada por osteoclastos, las lagunas de
Howship permanecen cubiertas con una matriz de colagena desmineralizada. Una célula
mononuclear de linaje indeterminado elimina estos restos de coldgena y prepara la

superficie 6sea para la posterior formacién 6sea mediada por osteoblastos.19-13

Fase de formacion: Los factores de crecimiento que fueron liberados de la matriz acttan
como quimiotacticos y agrupan a los preosteoblastos en las zonas de resorcidon. Los
preosteoblastos sintetizan una matriz con alta expresion de BMPs, responsables de la
diferenciacion. A los pocos dias, los osteoblastos ya diferenciados sintetizan la matriz

osteoide que rellenara las zonas.'13

Fase de terminaciéon: Cuando se ha reemplazado una cantidad igual que la de hueso

resorbido, concluye el ciclo de remodelacién.1%13

Activacion Resorcion Inversion Formacion Terminacion
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Figura 6. Esquema del proceso de remodelacion 6sea.!

Cuando se presenta una agresion en el tejido 6seo, el organismo empieza a realizar un
remodelado donde participan los osteoclastos y osteoblastos, produciendo un nuevo

hueso.1?

Cuando un hueso resulta fracturado, se inicia un proceso reparativo que involucra varias
respuestas a nivel tisular y celular. La respuesta inicial a la fractura 6sea es la destruccion
del tejido y hemorragia. Inicialmente, se forma un hematoma de fractura y necrosis en los
extremos de los fragmentos del hueso lesionado.®13
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La lesion hacia los tejidos blandos y la activacién de plaquetas inician la secrecion de
citocinas y de una respuesta inflamatoria aguda. Este proceso se evidencia por la infiltracion
de los neutréfilos seguida por la migracion de macréfagos, que se encargan de degradar el
tejido dafiado. A continuacion, los fibroblastos y los capilares proliferan y crecen en el sitio
de la lesion. Ademas, las células troncales mesenquimales llegan a la lesién desde los
tejidos blandos circundantes y la médula 6sea. El hematoma de fractura, que en un principio
contenia eritrocitos atrapados dentro de una red de fibrina, se sustituye en forma gradual
por tejido de granulacion. Tanto los fibroblastos como las células del periostio participan

durante esta fase.313

A medida que el tejido de granulacién se vuelve mas denso, las células del periostio se
diferencian en condroblastos y producen una matriz cartilaginosa que invade la periferia del
tejido, produciendo un callo blando de fibrocartilago que contribuye a estabilizar el hueso

fracturado.13

Las células osteoprogenitoras del periostio se dividen y se diferencian en osteoblastos que
comienzan a depositar matriz osteoide en la superficie exterior del callo (osificacion
intramembranosa) a poca distancia de la fractura, reemplazando gradualmente el callo
blando fibrocartilaginoso por un callo duro que permite soportar mayores cargas
funcionales.®1%13 E| cartilago del callo original se mineraliza y es reemplazado por tejido
0seo (osificacion endocondral). En la cavidad medular comienzan a proliferar y
diferenciarse células del endostio y el hueso crece desde ambos extremos de la fractura
hacia el centro. Cuando este hueso se une, la union 6sea del hueso fracturado, producida
por los osteoblastos y derivada tanto del periostio como del endostio, consiste en hueso
esponjoso. Al igual que en la osificacion fisiologica, el hueso esponjoso se reemplaza
gradualmente por hueso compacto. Mientras se estd formando hueso compacto, se
eliminan los restos del callo duro por la accién de los osteoclastos y el remodelado 6seo
gradual restaura el hueso a su forma original.'® En la Figura 7 se resume el proceso de

reparacion 6sea tras una fractura.
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Figura 7. Esquema de la cicatrizacion 6sea después de una fractura.®

En sistemas biologicos, estos procesos altamente regulados se encuentran asociado a la
capacidad de regeneracion del hueso, por lo que, un desbalance en el equilibrio dinamico
entre la pérdida y formacion del tejido 6seo, asociado a diversos factores etioldégicos (como
traumatismos, procesos infecciosos, osteoporosis, osteopenia, quistes o tumores, entre
otros) pueden conllevar a una significativa pérdida de densidad o masa ésea; donde el
proceso de reparacion y/o regeneracion 0sea implica una expresion regulada de genes y
proteinas que resultan en diversas respuestas a nivel histolégico, molecular, bioquimico y

biomecanico.19:2527

Es importante reconocer que, en la reparacion del hueso, no se restaura totalmente la
arquitectura, funcion, propiedades y caracteristicas del tejido dafiado, es decir, es
reemplazado por un tejido de otras caracteristicas.?®?® En algunos casos, el proceso de
restauracion tiende hacia la creacion de un tejido similar al original y no hay diferencia
alguna con el tejido circundante, en este caso se habla de regeneracion del tejido. Es
precisamente esta diferencia entre reparacion y regeneracion lo que nos lleva a estudiar

cudl es la fisiologia de los tejidos 6seos para conseguir la regeneracién.91°
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La regeneracion es un proceso bioldgico mediante el cual la estructura y funcién del tejido
perdido quedan restaurados por completo. La regeneracién ésea origina una respuesta en
la que estan involucrados los vasos sanguineos, las células, y la MEC; se relaciona con los
siguientes mecanismos: la osteogénesis, la osteoconduccion y la osteoinduccion.?® En la

Tabla 3 se describen estos mecanismos.

Mecanismo Descripcién

Osteogénesis Proceso a través del cual se forma
tejido 6seo. Se lleva a cabo por las
células encargadas de generar hueso
(osteoblastos). La fuente de estas
células son los injertos 0seos

autologos.

Osteoconduccién Proceso por el cual se provee una
estructura 'y un  microambiente
adecuado para la aposicién de tejido
0seo. Se lleva a cabo mediante una
guia 0 matriz que permite el depdsito

de hueso nuevo.

Osteoinduccion Proceso que permite promover la
diferenciacion de células
mesenquimales a través de proteinas,
moléculas o iones en una linea de
células osteoblasticas, facilitando el

desarrollo del tejido éseo.

Tabla 3. Descripcion de los mecanismos para la regeneracion dsea. -3

Para promover esta nueva generacion de tejido 6seo existen diferentes materiales que
pueden ser utilizados como injertos o implantes. Los autoinjertos son injertos transferidos
de una posicién diferente dentro del mismo individuo, obtenidos de un sitio donante; los
aloinjertos son injertos transferidos de otro individuo de la misma especie, pero diferente
codigo genético; los xenoinjertos son injertos tomados de un donador de diferente especie
y los materiales aloplasticos son materiales sintéticos o inorganicos utilizados como injertos

0se0s.??
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Actualmente se han desarrollado diversas alternativas terapéuticas con la finalidad de
restablecer no solo la estructura sino las caracteristicas fisicoquimicas y mecanicas del
tejido perdido.230-32 Se han realizado muchas investigaciones buscando el material ideal
para el tratamiento de defectos 6seos, siendo considerado el injerto 6éseo autdégeno
(autoinjerto) el estandar de oro en la regeneracion 6sea debido a sus propiedades
osteogénicas, osteoconductoras y osteoinductoras. Sin embargo, los riesgos que implica
su recoleccién al necesitar de una cirugia secundaria ha llevado al desarrollo de la
ingenieria de tejido 6seo (ITO) en un intento de encontrar un material que pueda
proporcionar un entorno adecuado para el crecimiento tanto de hueso como de vasos

sanguineos de novo.333

Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos (IT) es una disciplina que se encarga del uso de andamios de
distintos biomateriales que pueden ser a base de polimeros, ceramicas o0 metales para la
colocacion de células y moléculas o factores de crecimiento, teniendo como objetivo la
restauracion de tejidos, asi como la restauracion de sus funciones.3%3¢ Es considerada
como una alternativa para la regeneracion y formacion de nuevos tejidos a través del uso

de estructuras tridimensionales o matrices enriquecidas realizadas en laboratorios.63°

La IT se basa en el estudio, entendimiento y conjuncion de tres elementos clave: a)

andamios, b) células y c) factores inductivos (Figura 8).”

Factores
inductivos

Andamios

Figura 8. Triada de la IT.”
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Los andamios son biomateriales y matrices de apoyo, que proporcionan una estructura

tridimensional como sustento para tejidos o células especificas que, ademas de

proporcionar el apoyo mecéanico, deben brindar metabolitos o moléculas indispensables

para el tejido en desarrollo. Deben replicar el microambiente celular del tejido natural para

llevar a cabo una adecuada regulacion, adhesion, migracion, diferenciacion y proliferacion

celular. Las caracteristicas de los andamios varian de acuerdo al tejido que se busca

recuperar, pero en general deben incluir caracteristicas biomecénicas, porosidad,

biocompatibilidad, biodegradabilidad, bioactividad y ser superficies que faciliten la adhesién

y diferenciacién celular (Tabla 4).%°

Caracteristicas del andamio

Caracteristicas deseables

Propiedades mecéanicas

Resistencia a la compresiény a
la fatiga similar al tejido del
huésped; que permita la
mecanorregulacion celular 'y
gue la integridad estructural
permanezca in vivo.

Facil manipulacion en

el entorno clinico.

Arquitectura de andamios

Poros interconectados que
permitan la difusibn y Ila
migracion celular.
Microporosidad para presentar
una gran area de superficie
para interacciones célula-
andamio.

Macroporosidad para permitir
la migraciébn celular y la

invasion de la vasculatura.
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Biocompatibilidad e Componentes del andamio no
inflamatorios.

e Productos de degradacion no
toxicos.

e Compatible con el

microambiente celular.

Biodegradabilidad e Degradable por procesos
enzimaticos o bioldgicos del
huésped.

e Permitr que las células
huésped produzcan su propia
MEC.

Bioactividad e Propiedades osteoconductoras

y osteoinductoras.

Tabla 4. Resumen de las propiedades deseables de un andamio.”817:29.37

Un biopolimero natural que ha tomado popularidad es el quitosano, el cual es obtenido de
la desacetilacion de la quitina y que ha demostrado ser eficiente en terapias regenerativas.
La quitina es uno de los polisacaridos nitrogenados naturales mas abundantes en el mundo,
siendo el segundo polimero con mayor disponibilidad en el medio marino después de la
celulosa. Es derivada del exoesqueleto de animales marinos.® Esta formada por unidades
de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina unidos por enlaces  1-4, considerada
quimicamente inerte e insoluble al agua y a solventes organicos.'”3° A pesar de que la
quitina muestra caracteristicas funcionales como actividad antimicrobiana, actividad
hemostatica, biocompatibilidad y biodegradabilidad, tiene un uso limitado debido a su baja
solubilidad.®® La desacetilacion conduce a su principal derivado, el quitosano, el cual es
soluble en medios acidos. Aunado a la desacetilacion, los grupos amino libres de los
residuos de D-glucosamina del quitosano pueden ser protonados y proporcionar una mejor
solubilidad (Figura 9). Con los grupos amino protonados, el quitosano se convierte en un
polication y posteriormente puede formar complejos ibnicos con una amplia variedad de
especies anidnicas naturales o sintéticas, por ejemplo, ADN, proteinas, lipidos o polimeros

sintéticos.4°
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Figura 9. Estructura molecular de la quitina, el quitosano y el quitosano cargado positivamente.*°

El peso molecular del quitosano oscila entre los 10 a 1000 kDa. Como polimero natural, el
guitosano posee propiedades favorables para su aplicacién en la IT, siendo un andamio
capaz de interactuar con las células sin desencadenar reacciones de citotoxicidad o una
respuesta inmunitaria; tiene una estructura y composicion similar a los GAG vy, por lo tanto,
provoca una respuesta inmunitaria minima cuando se implanta en el cuerpo humano.4'4?
Es metabolizado por enzimas humanas, como la lisozima, por lo que es un material
biodegradable. La desacetilacion implica el tratamiento de la quitina con hidréxidos a altas
temperaturas, generalmente por encima de los 80°C. El grado de desacetilacion es un factor
importante para la determinacion de sus caracteristicas: menor grado de desacetilacion
favorece a la formacion de menores poros, obteniendo mejor resistencia mecanica,
absorcion moderada de agua y mayor actividad celular en comparacion con andamios
producidos con altos grados de desacetilacion. Como andamio, el quitosano puede ser
utilizado en combinacion con satin, un hemostatico a base de fibras de celulosa. Al entrar
en contacto con sangre o liquido tisular, el satin forma un coloide de elevada viscosidad,

gue promueve la hemostasia.?3:38.3°

Aunado a los andamios, se han empleado diversos fenotipos celulares y una gran variedad
de moléculas o factores de crecimiento con la finalidad de replicar las sefiales moleculares
gue promueven la proliferacion y diferenciacion celular, que al ser probados en entornos in
vivo y/o ex vivo han permitido el desarrollo de alternativas regenerativas prometedoras. Una
estrategia comunmente empleada es la evaluacion del llenado de defectos de tamafio
critico, cuya principal caracteristica es de tener un tamafio que limita su capacidad de
autorregeneracion.36-3%43 En la IT, las células son el pilar fundamental. Deben tener la

capacidad de proliferar y crecer en cultivos, entre las cuales destacan las células troncales.
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Las células troncales son células primitivas que se encuentran indiferenciadas, con la
capacidad de multiplicarse, crecer y diferenciarse en células de diferentes linajes como las
que estan presentes en la formacion de hueso.*® El microambiente in vivo que rodea a las
células es rico en sefiales endocrinas, neuroldgicas, moleculares, idnicas, asi como una
gran variedad de proteinas y nucledtidos que contribuyen a llevar a cabo funciones
celulares especificas. La IT busca replicar estas sefiales o moléculas para promover la

proliferacién y diferenciacion celular.*3

En el Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados han centrado su objeto
de investigacion en el cemento radicular, un tejido conectivo especializado de origen
ectomesenquimatoso que forma parte de los tejidos de soporte del diente, recibiendo a las
fibras del ligamento periodontal (fibras de Sharpey) para mantener la insercién del diente
en su alveolo.?®4447 Se trata de un tejido mineralizado que recubre la superficie radicular
de los dientes, que ademas de mantener su insercion, participa en la distribucion de las
fuerzas masticatorias, mantiene el espacio del ligamento periodontal y la relacion oclusal
estable al compensar la atricién dental.>%4” El cemento radicular se clasifica de acuerdo a
su localizacién, asi como la presencia/ausencia de células y fibras.>® En la Tabla 5 se

describen de manera general los diferentes tipos de cemento.

Tipos de Localizacion Descripcion
cemento
Cemento Se encuentra | Es una matriz mineralizada sin contenido de
acelular afibrilar | como  cemento | fibras de coldgena, producto de los
coronario. cementoblastos.

Rico en GAG.
Espesor de 1-15 ym.

Cemento celular
mixto

estratificado

Bifurcaciones
trifurcaciones.
Tercio apical.

Apice radicular.

(0]

Conformado por una matriz y fibras de
colagena intrinsecas y extrinsecas (de
Sharpey), coproducto de cementoblastos y
fibroblastos.

Tiene la capacidad de reparar un defecto de
resorcion de la raiz a corto plazo.

Espesor de 10-1000 pm.
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Cemento
acelular con
fibras

extrinsecas

Tercio cervical y
medio de la raiz
(cubre
aproximadamente
el 40-70% de la
superficie

radicular total).

Se compone fundamentalmente de fibras
coldgenas y proteinas no colagenas;
producto de cementoblastos y fibroblastos.
Las fibras extrinsecas (de Sharpey) se
disponen perpendicularmente a la superficie
de la raiz con un diametro de 3-6 pm.

Espesor de 50-200 pm (30-230 pm para

algunos autores).

Cemento celular | Lagunas de | Contiene células, pero no fibras de colagena
de fibras resorcion. extrinsecas. Esta formado por
intrinsecas cementoblastos.
Cemento Zona mal definida | Contiene restos celulares de la vaina
intermedio cerca de la union | epitelial de Hertwig incluidos en una

cemento-esmalte. | sustancia fundamental calcificada.

Tabla 5. Tipos de cemento.>%47

El cemento comparte mucha similitud en cuanto a composicién quimica con el hueso. Su
componente inorganico principal (50%) son cristales de HA, con la presencia de fosfatos de
calcio amorfos y elementos en pequefias cantidades de magnesio, cobre, zinc y sodio; el
componente organico se constituye principalmente de colagena tipo | (90%), 1l (5%),
glucoproteinas (BSP y OPN), proteoglucanos y agua (5%).516:45

Se ha demostrado que el cemento radicular juega un papel fundamental en la regeneracion
periodontal, por lo que se ha extendido el estudio de las proteinas presentes en el

mism0'14,44,46

La proteina de adhesion del cemento (CAP) fue la primera proteina aislada del cemento
radicular. El gen que codifica esta proteina se encuentra presente en el cromosoma 10p13-
pl4. Se constituye por 140 AA y su estructura secundaria presenta conformaciones
desordenadas o aleatorias (45.9%) y alfa hélices (43.2%). Esta proteina participa en el
reclutamiento y la diferenciacion celular durante la formacién del cemento radicular. Se

expresa en células del foliculo dental, promoviendo su adhesion y diferenciacion.2344-47
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Ademas, las células periodontales crecidas, in vitro, en presencia de CAP son capaces de
formar un tejido mineralizado.* Por lo anterior, se comenzé a plantear el uso de esta
proteina dentro de la IT como factor inductivo para la regeneracion 6sea. Sin embargo,
debido a que el uso de proteinas presenta desventajas en comparacion al uso de péptidos
(pequefas secuencias de AA) como mayor costo para su sintesis, menor especificidad y
gue su uso en sistemas biolégicos puede desencadenar una respuesta de defensa por parte
del organismo por su estructura tridimensional, se ha optado por investigar y hacer uso de
secuencias peptidicas para este fin. Se ha encontrado que CAP se trata de una isoforma
de la proteina 3-hidroxiacil-CoA-deshidratasa 1 (la cual se conforma por 288 aminoacidos
y participa en el metabolismo de los lipidos) cuya diferencia entre ambas macromoléculas
peptidicas radica en los Ultimos 15 aminoéacidos. El cambio de estos aminoacidos se
presenta en su sitio de actividad, modificando la porcién C-terminal por la secuencia de
VSFPSCCFSIAVIFM (CAP-p15),%647 por lo que se comenz6 a usar el péptido CAP-p15,
proveniente de esa ultima secuencia de AA, como opcion alternativa en lugar del uso de la
proteina completa. CAP-p15 es un péptido de naturaleza acida e hidrofébica; con base a
un analisis in silico, posee un punto isoeléctrico tedrico de 5.48 y un peso molecular de 1.65
kDa.*’ Estudios en sistemas libres de células, han demostrado que tiene la capacidad de
promover la formacion de cristales de HA y estudios in vivo que promueve la formacién de
tejido un tejido mineral de novo en defectos de tamafio critico en calvaria de rata y tibias de
conejo.**%8 En la Figura 10 se muestra la secuencia de AA que conforman CAP y se resalta
la porcion C-terminal.

10 20 30 40 =
MGELTEARRR GSGSFAAGWA GSFFTLLFLS FPTSFECAATM ASSDEDGTNG
&0 70 =l =l 100
GASEAGEDRE APGERERLGV LATAWLTEYD IAMTAGWLVL AIAMVREYME
1140 120 130 140
KGTHRGLYES IQETLEFFQT FALLEVSFPSE CCEFSIAVIFM

Figura 10. Secuencia de CAP.#

Estudios previos en el Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados han
permitido la caracterizacion de proteinas presentes en la matriz del cemento radicular e
incluso se han identificado secuencias peptidicas que logran emular algunas de las

funciones observadas en dichas biomoléculas.?23:44-47
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Los resultados de las investigaciones realizadas en este laboratorio, ha permitido establecer
una estrategia metodolégica donde a partir del empleo de andamios sintetizados de
quitosano y en combinacién con péptidos derivados de las proteinas de la matriz del
cemento radicular se ha logrado observar la neoformacion de un tejido mineralizado similar

al hueso.

Caracterizacién de tejidos

La caracterizacion de los tejidos neoformados involucra el empleo de metodologia y
tecnologia que permita identificar las propiedades fisicoquimicas y mecanicas del nuevo
tejido. La histomorfometria es uno de los métodos histolégicos convencionales que permite
la valoracion del tejido 6seo, permitiendo un andlisis cuantitativo de las estructuras éseas,
asi como obtener informacién sobre la resorcion y formacion de tejido mineralizado.404%.48
Permite la observacion de patrones relacionados con la regeneraciéon ésea, como la
presencia de reaccion inflamatoria, tejido conectivo, osteoblastos, osteonas/sistemas de
Havers, frentes de mineralizacion, osteocitos, vascularizacion, osteoclastos y matriz

osteoide.49:50

Para llevar a cabo la evaluacion de un tejido o muestra usualmente se realizan tinciones
qgue permiten identificar y visualizar sus estructuras. La tincion Tricrémica de Masson (TM)
es una técnica selectiva de coloracion especial que permite visualizar las fibras
de colagena, las fibras reticulares y comparar con células musculares y epitelios. Se
emplean tres colorantes para diferenciar el nacleo celular, el citoplasmay las fibras de

colagena (Tabla 6).113

Color Resultados
Café oscuro Nucleos
Rojo Citoplasma, musculos, queratina,

tejido mineralizado

Azul Fibras de coldgena y mucigeno

Tabla 6. Interpretacion de la tincion TM. 513
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Otra técnica ampliamente empleada en la caracterizacion tisular es la inmunofluorescencia
(IF), la cual nos permite detectar componentes (in situ) tanto celulares como extracelulares
mediante el uso de anticuerpos especificos acoplados a enzimas o colorantes fluorescentes
(fluorocromos). Los fluorocromos mas utilizados en las técnicas de IF son la fluoresceina
(emite luz verde), la rodamina (emite luz rojo-anaranjado) y la ficoeritrina (emite luz roja).
Los anticuerpos conjugados con el fluorocromo se pueden aplicar a cortes de tejidos fijados
en portaobjetos de vidrio para localizar un antigeno determinado a estudiar. La reaccién del
anticuerpo con el antigeno puede examinarse con un microscopio de fluorescencia.’®
Particularmente, en la regeneracion 6sea, esta técnica nos permite identificar la presencia
de proteinas y marcadores relacionadas con la sintesis, formacién e inhibicion de hueso

como BMPs, BSP, OCN, OPN, ALP y factores de crecimiento en el tejido neoformado.%°

En este trabajo, se llevd a cabo la caracterizacion del tejido neoformado por el péptido
derivado de la proteina de adhesién del cemento radicular (CAP-p15) en combinacion con

andamios de quitosano, por medio de histomorfometria e inmunofluorescencia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El equilibrio dinamico entre la pérdida y formacion del tejido 6seo puede alterarse por
traumatismos, procesos infecciosos, enfermedades como osteoporosis, osteopenia, quistes
o tumores, generando defectos 6seos mas alla de un tamafio critico que el cuerpo no puede
regenerar. Hasta el dia de hoy, el tratamiento de estos defectos con mejores resultados ha
sido el injerto autdlogo, sin embargo, su obtencién y desventajas ha llevado a buscar
nuevas estrategias que sean capaces de sustituir su uso y conseguir resultados

equiparables en la regeneracion de hueso.

JUSTIFICACION

En la actualidad, la IT constituye un area de importancia médica que se ha enfocado en el
descubrimiento de biomateriales que tengan la capacidad de ser utlizados en la
regeneracion de tejidos. Se ha demostrado que el uso de andamios de quitosano en
combinacion con péptidos biofuncionales podrian actuar como agentes anabdlicos en la
regeneracion de tejidos mineralizados. Sin embargo, es importante contar con la
caracterizacion de los tejidos neoformados para determinar si constituyen una opcion

terapéutica real en el area médica y odontolégica.

Los estudios que evallan la calidad de hueso neoformado, tienen como objetivo medir y
observar el porcentaje de formacion de hueso nuevo, el porcentaje de particulas o material
(injerto-biomaterial) usado, la presencia de tejido conectivo y el porcentaje de hueso
neoformado con particulas del material residual remanente del injerto. Todo lo anterior, a

partir de muestras tomadas en el momento de la colocacién del material.

El propésito de este trabajo es obtener datos mediante el analisis histomorfométrico y los
ensayos de inmunofluorescencia, que nos brinde informacién acerca del proceso de
regeneracion 6sea mediado por la combinacién de un andamio de quitosano y el péptido
CAP-p15.

29



HIPOTESIS

El empleo de la combinacién del péptido CAP-pl5 con un andamio de quitosano en

defectos criticos de calvaria de ratas promueve la formacion de tejido 6seo.

OBJETIVO GENERAL

e Determinar si el tejido neoformado por la combinacion del péptido CAP-p15 con un

andamio de quitosano en defectos criticos de calvaria de ratas es tejido 6seo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analizar mediante histomorfometria las caracteristicas y el porcentaje de formacion

0sea que presenta el tejido neoformado.

e |dentificar mediante técnicas de inmunofluorescencia la expresion de proteinas

Oseas (BMP-2, BSP, OCN y ALP) en el tejido neoformado.

METODOLOGIA

Estudio experimental. En la Tabla 7 se describe cada variable y su escala.

Variables Variables Variable Escala
independientes dependientes
-Defecto 6seo Continua Razén
critico -Formacion de tejido

-Tiempo fibroso
-Presencia o -Formacion de tejido Dicotdmica Nominal
ausencia del 0seo

péptido

Tabla 7. Descripcion de variables.
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SINTESIS DEL PEPTIDO.

La sintesis del péptido bioactivo se llevo a cabo a partir de la técnica de Sheppard para la
sintesis de péptidos en fase solida (Fmoc), el grado de pureza (>90%) se determind a partir
de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC); dicha sintesis se solicitdo a la casa

comercial NEP (New England Peptide).

PREPARACION DE ANDAMIOS DE QUITOSANO.

Se preparé una solucién de quitosano al 1% (p/v) en acido acético al 1% (v/v) y se filtré por
una membrana de 0.22 ym. De esta solucion, se depositdé una cantidad en cajas de 46
pozos y se congelaron a -20°C durante toda la noche. Posteriormente se liofilizaron los
discos formados. En una campana de flujo laminar y con ayuda de un sacabocado se obtuvo

los andamios de 9 mm de diametro.

Se dividieron los discos en dos grupos: 1) grupo control sin péptido y, 2) grupo experimental
al cual se les colocaron 20 ug del péptido CAP-pl15. Los andamios con el péptido se
desecaron en una camara de vacio a temperatura ambiente. Los andamios fueron

esterilizados mediante luz UV.

SELECCION Y TAMANO DE LA MUESTRA

Los procedimientos y especificaciones técnicas, asi como el empleo y cuidado de animales
de laboratorio se realizaron de acuerdo con los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 y cuenta con la aprobacion del Comité Interno para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio de la Facultad de Odontologia (CICUAL-FO-M001-0011-2021).

Se utilizaron 6 ratas machos de la cepa Wistar de 18 semanas (250 g de peso) obtenidos
del bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México
(UNAM). Se excluyeron aquellos animales de laboratorio con enfermedades sistémicas,
lesiones tisulares o con un peso menor a los 250 g. Se eliminaron aquellas ratas que
desarrollaron enfermedades Oseas, infeccion tisular y muerte por causas no consecuentes
al estudio (enfermedades infectocontagiosas), las cuales fueron evaluadas por un Médico

Veterinario Zootecnista.
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Las ratas machos seleccionadas para esta investigacion se dividieron, aleatoriamente, en
dos grupos de 3 animales cada uno de ellos: grupo control (se realiz6 el defecto de tamafio
critico de 9 mm didmetro + Quitosano + Satin) y grupo experimental (se realizd el defecto
de tamano critico de 9 mm didmetro + Quitosano + 20 ug CAP-p15 + Satin). En la Tabla 8

se describe cada uno de los grupos.

Grupo Abreviatura Tiempo NUumero de
animales
Control con Q
Quitosano
Experimental con CAP-p15 4 meses 3 cada grupo
péptido
biofuncional

Tabla 8. Descripcion de grupos.

PROCEDIMIENTO QUIRURGICO

Las ratas fueron sedadas y tranquilizadas con Ketamina (80 mg/Kg) y Xilacina (10 mg/Kg),
ambas por via intramuscular. La zona del craneo se prepard y cubrié en condiciones
estériles. Se aplicO anestésico en la zona quirdrgica con mepivacaina y epinefrina, y se
realiz6 una incisién lineal de 3 cm a través de la piel y el periostio de la calvaria hasta
exponer el vértice craneal. Para la realizacion del defecto de tamafio critico, se emple6 una
trefina con un diametro de 9 mm (tamafio del defecto), montado en un motor de implantes
a 4,000 rpm y con irrigacion de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) estéril;
posteriormente, se realizé el clivaje del fragmento 6seo (sin dafar la duramadre), se lavo la
zona con PBS estéril para remover detritus, y en el sitio quirtrgico se colocé el andamio
gue correspondia a cada grupo. La herida se cerré con sutura continua de &cido poliglicélico
4-0. Se realizé el seguimiento clinico posquirdrgico, valorandose el estado general del
animal, aspecto de la herida y de la zona intervenida, sangrado, exudado o colecciones 0

extrusion de los biomateriales. Las ratas se alimentaron ad libitum.

Al finalizar un periodo de 4 meses, los animales se sacrificaron mediante inhalacion de COz:
se introdujeron en una camara con exposicion prolongada a CO:2 hasta llegar al paro
cardiorrespiratorio. Se realiz0 la osteotomia de la calvaria de la zona del defecto con pieza

de rotacion e irrigacion constante de H20O desionizada estéril.
32



Se realiz6 un corte en la periferia del defecto con un margen de 10 mm. La muestra se lavo

y se fij6 en paraformaldehido al 10% durante 24 horas.

PROCESAMIENTO HISTOLOGICO.

Una vez fijadas las muestras, se lavaron con H20 desionizada para eliminar exceso de
paraformaldehido y se descalcificaron en una solucion de formaldehido al 10% con &cido
nitrico al 5% por 60 horas. Al finalizar la descalcificacion, se procesaron para ser embebidas
en parafina y obtener cortes secuenciales de 5 um de grosor. Los cortes secuenciales
fueron tefiidos con tincion TM para la histomorfometria y otros cortes se dejaron en blanco
para el ensayo de IF.

La evaluacion de las muestras se realizd mediante andlisis histologico, con la finalidad de
evaluar las zonas correspondientes a los bordes del defecto: se observaron los patrones de
regeneracion Osea, presencia de reaccion inflamatoria, tejido conectivo, osteoblastos,
osteonas/sistemas de Havers, frentes de mineralizacion, osteocitos, vascularizacion,

osteoclastos y matriz osteoide.

HISTOMORFOMETRIA

El analisis histomorfométrico se realiz6 en vistas panoramicas del tejido utilizando el
software Zen Lite (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) donde se midio el area del tejido
neoformado y se compar6 contra el fragmento 6éseo que se obtuvo durante la cirugia, el

cual se emple6 como control (100%).

INMUNOFLUORESCENCIA

Se utilizaron cortes histologicos de calvaria de cada grupo Q y CAP-p15. Las laminillas se
desparafinaron en xilol, se rehidrataron en concentraciones ascendentes de alcohol etilico
y se lavaron con PBS por 5 minutos. Posteriormente, se incubaron con los anticuerpos
primarios (anti-BMP-2, anti-BSP, anti-OCN y anti-ALP) a una dilucion de 1:100 en PBS + 2
mg/ml de BSA y se incubaron toda la noche a 4°C. Las laminillas se lavaron en PBS +
Tween20 al 0.01% por 5 minutos, seguido de otros dos lavados con PBS por 5 minutos

cada uno.
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Posteriormente, se incub6 el anticuerpo secundario acoplado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC) a una dilucion de 1:20 o Alexa Rojo a una dilucion de 1:200, durante 2
horas a temperatura ambiente; las laminillas se lavaron con PBS + Tween20 al 0.01% por
5 minutos y después en PBS 2 veces mas. Las laminillas se montaron y se observaron en

un microscopio de IF indirecta Axiophot Il (Zeiss, Alemania).

ANALISIS ESTADISTICO.

Se realizé una prueba t de Student para cada una de las variables a estudiar. Los andlisis
de ajustes de datos lineales y no lineales se llevaron a cabo empleando el programa
GraphPad PrismTM.
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RESULTADOS

Al término de los 4 meses (post-quirdrgicos), con la finalidad de tener una vision integral del
proceso de cicatrizacion/regeneracion del defecto se realizo la tincidon con Tricrémica de
Masson de todas las muestras. Las imagenes reconstruidas nos permiten identificar la zona
del defecto correspondiente a un didmetro de 9 mm delimitada por tejido 6seo cortical. En
el caso del grupo control se observa la interfaz de hueso/defecto con la presencia de una
cicatrizacion de tipo fibroso, sin evidencia de reaccién inflamatoria o de osificacién; mientras
qgue en el grupo experimental se observa la neoformacién de un tejido osteoide con la

presencia de una fuerte tincion positiva para colagena tipo | (Figura 11).

A
4 meses

Borde del defecto

Borde del defecto

B Zona del defecto
Borde del defecto

Borde del defecto

Zona del defecto

Figura 11. Fotomicrografias (10x) de las muestras tefiidas con TM a los 4 meses postquirdrgicos.
A) Grupo control. B) Grupo experimental tratado con CAP-p15. Fuente propia.
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En el grupo control (Q) se corroboré que los andamios de quitosano poseen muy buenas
propiedades de biocompatibilidad ya que no se observd algun efecto toxico o reaccion
inflamatoria. El andlisis histologico de las muestras tefiidas con TM nos permite identificar

el tejido 6seo cortical correspondiente a los bordes del defecto.

Grupo Q alos 4 meses

Figura 12. Fotomicrografias de la reconstruccién panordmica (10x) de calvaria de rata a los 4 meses del grupo Q tefiida
con TM. A) De acuerdo a la tincién se observa la presencia fibras con una disposicion ordenada y regular que
probablemente correspondan a colagena tipo | (FC) representadas de color azul. B) Imagen del centro del defecto. C) Se
observa una disposicion mas desorganizada e irregular de las fibras. D) Se observan algunos haces de fibras bien

organizadas adyacentes al borde del hueso cortical (HC). Fuente propia.

En la zona del defecto se observa el proceso de cicatrizacion con la presencia de una capa
delgada de tejido conectivo denso que une los bordes del defecto. A mayor acercamiento,
en el centro del defecto, podemos observar la presencia de fibras teflidas de coloracion azul
(presumiblemente de colagena) dispuestas de manera regular y entre las que se identifican

algunos vasos sanguineos.
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Al realizar un analisis de toda la zona del defecto no se observo la presencia del andamio

de quitosano, indicando su completa biodegradacion antes de los 4 meses (Figura 12).

Por otro lado, la reconstruccion panoramica del corte histolégico del grupo CAP-p15 nos
permite identificar la presencia de tejido mineralizado neoformado, particularmente en la
zona céntrica del defecto. No se aprecia la presencia de algun tipo de residuo del andamio
de quitosano y mas importante aun, no hay indicios histolégicos de alguna respuesta

inflamatoria.

CAP-pl15alos 4 meses

— . 7 100 um 100 pm

Figura 13. Fotomicrografias (10x) de diferentes zonas del defecto A) Borde del defecto con la presencia de fibras bien
organizadas y presencia de vasos sanguineos (VS). B1) Zona central del defecto donde observamos la formacidn de varias
islas de tejido mineralizado (ITM) rodeadas por fibras de colagena (FC), las cuales dirigen el crecimiento mineral durante
el proceso de biomineralizacidn. La presencia de vasos sanguineos nos indicaria que se trata de un tejido con vitalidad.
B2) Acercamiento (20x) del tejido neoformado donde podemos apreciar osteocitos en sus lagunas (OCT), vasos
sanguineos, y neoformacion dsea con evidencia (diferentes tonos del colorante azul y maculas rojas) de distinto grado de

mineralizacion. C) Tejido conectivo denso que une los bordes del defecto sin presencia del quitosano. Fuente propia.

37



Al llevar a cabo un analisis mas detallado de este tejido neoformado podemos identificar la
actividad osteoblastica caracterizada por la presencia de osteocitos en sus lagunas, matriz
osteoide en distintas fases de mineralizacién, asi como también es posible observar la
presencia de vasos sanguineos, por lo que se podria tratar de un tejido 6seo vital (Figura
13). Si consideramos que las fibras de coladgena son esenciales para osteoblastogénesis, y
Su presencia se acompafia de zonas de mineralizacibn con la presencia de vasos
sanguineos, podriamos afirmar que los andamios funcionalizados con CAP-p15 esta dando
lugar a la neoformaciéon Osea. Ademas, los resultados obtenidos del analisis de
histomorfometria de las muestras del grupo experimental tratado con el péptido indican una

neoformacion (relleno) del defecto de alrededor del 50% (Figura 14).

El andlisis estadistico mostré una diferencia significativa del grupo CAPp-15 con respecto
al grupo Q, demostrando que los andamios funcionalizados con CAP-p15 promueven la

neoformacién de tejido mineralizado.
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Figura 14. Gréfica que representa la formacidn de tejido mineralizado en los grupos de estudio, donde el grupo

experimental muestra diferencia significativa (49.8%) respecto al control (p<0.0001).
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Para corroborar que los andamios de quitosano funcionalizados con CAP-p15 promueven
la neoformacion Osea, se realizdé el ensayo de inmunofluorescencia para identificar la
expresion de marcadores osteogénicos (BMP-2, BSP, OCN, y ALP). Los resultados
demuestran que las proteinas BMP-2, BSP, OCN, y ALP se expresaron en el tejido
neoformado, asociadas a la presencia de osteocitos y osteoblastos en los cortes de las
muestras del grupo CAP-p15, mientras que dicha expresion no fue observada en el grupo
control. Particularmente, la expresion de la proteina BMP-2, considerada un potente
inductor de la formacién ésea, se observé alrededor de la matriz osteoide, cuya localizaciéon
podria estar asociada a la presencia de nichos de células troncales mesenquimales donde
podria estar regulando la diferenciacién y maduracion de osteoblastos con una funciéon
activa en la regeneracion del hueso. Ademas, se puede observar la expresion de ALP
alrededor de la matriz mineralizada y en zonas asociadas a la presencia de osteocitos; esta
molécula se asocia a la diferenciacion de células troncales hacia un fenotipo mineralizante.
Aunado a la expresion de estos marcadores, en el grupo experimental observamos la
expresion de la proteina BSP, cuya localizacion puede ser identificada en la periferia del
tejido neoformado, asi como en las islas de mineralizacién donde se asocia a la presencia
de osteoblastos y osteocitos. Esta proteina se ha descrito que juega un papel importante
en estadios iniciales: en la formacion y crecimiento de los cristales de HA, asi como también
en etapas tardias durante la maduracion de la matriz extracelular 6sea. La OCN es un
marcador asociado a la regulacion del calcio, cuya expresion esta asociada al deposito y
maduracién de la matriz mineralizada, lo cual explica su localizacion en la periferia y zonas

de tejido neoformado por el efecto del andamio funcionalizado con CAP-p15 (Figura 15).
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Figura 15. Inmunolocalizacion de marcadores 6seos (FITC) en las muestras experimentales tratadas con CAP-p15.
A) Expresion de BMP-2. B) Expresion de BSP. C) Expresion de OCN. D) Expresion de ALP. A la derecha de cada
imagen de fluorescencia, se muestra la imagen histolégica que se tomé como referencia de la zona analizada. E) Resultado

negativo de la expresion de proteinas del grupo control. Fuente propia.
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DISCUSION

En sistemas bioldgicos, la regeneracion ésea y biomineralizacibn son procesos que
requieren una expresion regulada de genes, y donde las proteinas juegan un papel crucial
para la formacion, crecimiento y maduracion de la matriz mineralizada. La ITO busca
replicar estos fendmenos usando como base andamios a los cuales se les ha incorporado

moléculas que estimulan las sefiales moleculares asociadas a la regeneracion tisular.? "8

En este trabajo, empleamos andamios de quitosano biofuncionalizados con CAP-p15, con
la finalidad de promover la regeneracion ésea de defectos que por si solos no cuentan con
la capacidad de regenerarse. Los andamios que son utilizados en la IT tienen que brindar
un area superficial adecuada para la adhesion, migracion, comunicacion, diferenciacion,
nutricion y vascularizacién de las células. En ese sentido, el quitosano ha demostrado ser
un biomaterial no téxico, biodegradable y con propiedades fisicoquimicas que le brindan su
biocompatibilidad, por lo que se vuelve una muy buena alternativa para su aplicacion

clinica.404251

Los resultados obtenidos con el empleo del quitosano, como andamio, corroboran no solo
su buena biocompatibilidad al no observarse algun tipo de reaccion inflamatoria o efecto
toxico. Varios estudios destacan la actividad antioxidante del quitosano, debido a la
capacidad de los grupos amino e hidroxilo para atrapar radicales libres y formar moléculas
estables. Un dato relevante observado fue que el andamio mostr0 una completa
degradacion a los 4 meses, y que al ser combinado con un péptido biofuncional de
naturaleza hidrofébica no se alter6 dicha propiedad, lo cual podria explicarse a la capacidad

de establecer interacciones hidrofébicas con moléculas no polares.40:52.53

En estudios realizados por Meimandi et al., 2018 utilizaron andamios de quitosano para
evaluar la regeneracion ésea en defectos criticos en tibias de ratas. Sus investigaciones
concluyeron que posee una buena biocompatibilidad, ya que, ante su analisis clinico e
histoldgico, las muestras no presentaron infeccion ni necrosis; sin embargo, la cantidad de

hueso neoformado sigue siendo inferior que al uso de injertos autélogos.?
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Estudios realizados por Chen et al., 2018, el quitosano utilizado en defectos de calvaria de
ratas tuvo un efecto osteoconductivo sobre la regeneracion ésea in vivo, promoviendo la
formacion de tejido 6seo desde el borde de la herida, aunado a una alta expresion de ALP
a las 4 semanas de su implantacién, postulando que el quitosano, con su unidad de N-
acetil-D-glucosamina, puede unirse al factor de crecimiento de fibroblastos y, por lo tanto,
estimular la angiogénesis y la proliferacion de células similares a osteoblastos; sin embargo,
en nuestro estudio el empleo de los andamios de quitosano mostraron la cicatrizacion del
defecto caracterizada por la formacion de tejido fibroso y la presencia de vasos
sanguineos.*! Esta propiedad del quitosano se asocia a su carga positiva natural, donde
los grupos amino protonables interactian electrostaticamente con las diversas proteinas
con carga negativa en la superficie de los glébulos rojos. Esta interaccion aumenta la
viscosidad de la sangre, activa la adhesion y agregaciéon de plaquetas, y mejora el

transporte de plaquetas a la pared vascular para la hemostasia fisiolégica.*°

El uso de quitosano como andamio esta limitado por tener actividad biol6gica y propiedades
mecanicas reducidas. Esta desventaja se ha superado mezclando los andamios de
guitosano con otros polimeros sintéticos o naturales (como policaprolactona, alginato,
colagena o fibroina de seda), biomateriales (como HA, éxido de silicio o fosfato tricalcico) y
moléculas farmacologicas bioactivas (como BMP-2, factor de crecimiento endotelial
vascular o bifosfonatos). La combinacién de quitosano con diferentes biomateriales y/o
biomoléculas han sido reportados en diferentes estudios preclinicos, que demuestran la
capacidad de promover la adsorcion de proteinas acelerando el proceso de oseointegracion
de implantes dentales y en la reconstruccion de defectos 6seos de tamafo critico. Sin
embargo, muchos de los andamios de biocompuestos publicados no pudieron disminuir la
tasa de biodegradacion del quitosano, lo que afecta su persistencia in vivo a largo plazo.*°

De acuerdo con el analisis histolégico de las muestras tratadas con los andamios de
quitosano funcionalizados con CAP-pl5, observamos la neoformacion de un tejido
mineralizado éseo y vital, lo cual fue confirmado por la presencia de células Oseas
embebidas de un matriz mineralizada y la presencia de nuevos vasos sanguineos. La
inmunodeteccion de marcadores 6seos como BMP-2, BSP, OCN, y ALP en las muestras

experimentales nos confirman que el tejido neoformado se trata de hueso.1>2354
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Estudios previos en el Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados han
reportados la formacién de tejido 6seo evaluado con técnicas histomorfométricas e
inmunofluorescentes mediante el uso de andamios a base de alginato de sodio (74.03%),
colagena autogena (57.89%) y colagena xenogénica (51.14%) en combinacién con acido
glutamico (Glu) y fenilalalina (Phe).1” En nuestro estudio se obtuvo un porcentaje de tejido
neoformado con los andamios de quitosano funcionalizados con el péptido CAP-p15 de
49.8 %.

En un estudio realizado por Biazar et al., 2015 se logré la regeneracion ésea casi completa
en defectos de calvaria de ratas utilizando un andamio de quitosano, HA y células troncales.
Este estudio evidencié resultados muy positivos en el uso de andamios a base de
guitosano, reforzando la idea de que este polimero posee propiedades necesarias en la IT
gue incluyen biocompatibilidad, biodegradabilidad, mucoadhesividad y la capacidad de

promover la cicatrizacion de heridas.>>¢

Todos estos resultados indican que los andamios de quitosano funcionalizados con el

péptido CAP-p15 son una buena alternativa en la regeneraciéon de tejidos mineralizados.
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CONCLUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en este estudio, el andamio de quitosano en
combinacion con el péptido biofuncional CAP-p15 promovié la regeneracién de tejido 6seo
de un defecto de tamafo critico en calvaria de rata. Dicho tejido mineralizado fue
confirmado como hueso al presentar caracteristicas histolégicas y moleculares como la
presencia de los marcadores especificos: BMP-2, BSP, OCN y ALP. Ademas, los andamios

mostraron su completa biodegradacion a los 120 dias.

Considerando las limitaciones de este trabajo, hacen falta mas estudios que permitan una
mayor caracterizacion del tejido neoformado para corroborar que este tejido posee todas
las propiedades mecanicas y fisiologicas del tejido 0seo; sin embargo, el empleo de un
péptido biofuncional combinado con quitosano surge como una alternativa prometedora en

la regeneracion de tejidos mineralizados.
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