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GLOSARIO

Osteoblastos. Células 6seas responsables de la sintesis de matriz
organica y mantenimiento éseo.

Osteoclastos. Células 6seas las cuales su funcion es la remodelacion
Osea por medio de la lisis del hueso.

Osteocitos. Células 6seas las cuales su funcion es la regulaciéon de la
deposicion mineral local.

In Vitro. Ensayo realizado fuera de un organismo vivo

Osteoesfera. Modelo de cultivo 3D formado a partir de osteoblastos.
Autoensamblaje. Células individuales constituyen esferoides por si
mismas.

Bioingenieria de tejidos. Combinacion de andamios, célulasy moléculas
biol6gicamente activas para la creacion de tejidos funcionales.
Subcultivos. Obtencion de cultivos secundarios a partir de la transferencia
de un cultivo primario.

Cultivos monocapa. Tipo de cultivo en el que las células crecen en una
sola capa sobre una superficie.

Andamio. Estructura utilizada para apoyar y dirigir el crecimiento celular
Oxy-chip. Sensor de oxigeno implantable que puede detectar niveles de
oxigeno mediante resonancia paramagnética electronica

Matrigel. Matriz de membrana basal utilizada para cultivar células y tejidos
in vitro.

Camarade Neubauer. Instrumento de medicion de precision, utilizado para
determinar el namero de células o particulas por volumen.

American Type Culture Collection. Organizacion sin fines de lucro que
recolecta, almacenay distribuye microrganismos, lineas celularesy otros

materiales para investigacion.
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1. RESUMEN

El tejido 6seo es un tejido conectivo que constantemente presenta cambios
fisiologicos los cuales involucran células, hormonas, iones, entre otros. El
tejido 6seo natural se encuentraconstituido porfibras organicasy colageno
incluidas en una matriz mineral formada de fosfato de calcio amorfo, el cual
se transforma en cristales de HAP mediante un proceso de nucleacion
heterogenia. Para aplicacién en el tejido éseo, células mesenquimales
pueden ser cultivadas en modelos tridimensionales en un medio no
adherente, por lo cual ha surgido la implementacion de modelos
tridimensionales como las osteoesferas.

A partir de cultivos en monocapa se obtuvieron esferoides a
concentraciones de [0.25X10?] células/mL, [0.50X10?] células/mLy [1X10?]
células/mL durante 3, 7,14 y 21 dias con el propdsito de identificar la
generacion de osteoesferas que promuevan un modelo que permita el
desarrollo de cristales de fosfato de calcio a 21 dias. Se realizaron ensayos
de viabilidad por medio de exclusiéon con azul tripano y ensayos de
mineralizacion con alizarina roja.

A los 21 dias en concentraciones de [0.25X102] células/mL se formaron
osteoesferas con una conformacién homogénea. Las concentraciones
mayores se formaron esferoides heterogéneos producto de la agregacion
celular.

Los esferoides generados a 21 dias mostraron una mayor tincion con
alizarina roja en los esferoides de [0.50X107] células/mL y [1X10?]
células/mL, los cuales presentaban centros necréticos y un mayor numero
de vesiculas extracelulares. En general, se mostré que las condiciones de
cultivo y densidad celular influyen directamente en la formacion y

funcionalidad de las osteoesferas.
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ABSTRACT

Bonetissueis a connective tissue that constantly presents physiological
changes involving cells, hormones, ions, among others. Natural bone
tissueis constituted by organic fibers and collagen included in a mineral
matrix formed by amorphous calcium phosphate, which is transformed
into PAH crystals through a heterogeneous nucleation process. For
application in bone tissue, mesenchymal cells can be cultured in three-
dimensional models in a non-adherent medium, which is why the
implementation of three-dimensional models such as osteospheres has
arisen.

From monolayer cultures, spheroids were obtained at concentrations of
[0.25X102] cells/mL, [0.50X102] cells/mL and [1X102] cells/mL for 3, 7,
14 and 21 days with the purpose of identifying the generation of
osteospheres that promote a model that allows the development of
calcium phosphate crystals at 21 days. Viability tests were performed by
exclusion with trypan blue and mineralization tests with alizarin red.

At 21 days at concentrations of [0.25X102] cells/mL osteospheres formed
with  a homogeneous conformation. At higher concentrations
heterogeneous spheroids were formed as a result of cell aggregation.
The spheroids generated at 21 days showed a higher staining with
alizarinred in the spheroids of [0.50X102] cells/mL and[1X102] cells/mL,
which presented necrotic centers and a higher number of extracellular
vesicles. Overall, culture conditions and cell density were shown to

directly influence osteosphere formation and functionality.

Pagina | - 10 -
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3. INTRODUCCION

Las enfermedades degenerativas 6seas incluyen diversas condiciones que
impactan la estructura del hueso, reduciendo su resistenciay elevando la
probabilidad de fracturas. Entre ellas, la enfermedad 6sea mas reconocida

en el campo médico es la osteoporosis, debido a su elevada frecuencia.

Con el crecimiento de la poblacién adulta proyectado por el cambio en la
estructura de la piramide poblacional, el riesgo de fracturas asociadas a la
osteoporosis se perfilacomo un desafio relevante en el futuro. Por ello, se
buscan herramientas en el campo de bioingenieria de tejidos y odontologia

gue sean una solucion para defectos 6seos.

En la actualidad los defectos 0seos representan un desafio constante ya
gue afectan de manera drastica la vida del paciente, estos defectos
primarios ocurren por una pérdida 6sea subsecuente a un traumatismo, de
manera cronica por enfermedades degenerativas en el huesoy posterior a
una reseccion amplia por un tumor. El tratamiento actual para la
reconstruccion de los defectos 6seos incluye injertos 6seos, los cuales
tienen limitaciones de presentar una alta reabsorcion, el desarrollo de
huesodebaja calidady morbilidades que pueden ocurriren el sitio donante,
por lo cual se han buscado soluciones en la bioingenieria de tejidos por

medio de esferoides tridimensionales de células mesenquimales.

Las osteoesferas son de gran importancia en la bioingenieria de tejidos
debido a su capacidad de proporcionar un entorno fisicoquimico y procesos
fisiolégicos similar al in vivo ademas de proporcionar conocimientos
valuablesenla comprensién de los procesos del tejido 6seo y su aplicacion
en medicina regenerativa por medio de su implementacién en estructuras
que estimulan la regeneracién 6sea en lesiones o defectos 6seos graves.
Conocer las caracteristicas de este modelo para su utilizacién es de vital
importancia para su optimizacion y su futuro uso en medicina regenerativa,
ya que se ven afectados por distintos factores como la difusion de

nutrientes, oxigeno y factores de crecimiento en el medio.

Pagina | - 11 -
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4. ANTECEDENTES

4.1 Tejido Oseo

El tejido 6seo es un tipo de tejido conectivo altamente especializado, cuyo
propdsito esencial es brindar soporte y estabilidad al cuerpo humano. Este
tejido se compone por células especializadas y una matriz extracelular
mineralizada, lo que le proporciona su rigidez y habilidad para soportar
peso y resistir tensiones mecanicas. Ademas de su funcion estructural, el
tejido 6seo juega un papel importante en diversas funciones esenciales,
tales como facilitar la locomocidn al servir como anclaje para los masculos,
brindar soporte y proteccion a tejidos blandos, actuar como un reservorio
de minerales, especialmente calcio y fosfato, y albergar a la médula 6sea

(Figura 1), donde se lleva a cabo la hematopoyesis (1,2).

Figura 1. Esquema representativo de los niveles de estructura del tejido 6seo. Tomado y
modificado de Donald W. Buck Bone Biology and Physiology: Part | 2011 realizado en

BioRender.

El tejido 6seo se caracteriza por la presencia de diversos tipos celulares

especializados que colaboran de manera sincronizada para la formacion,

Pagina | - 12 -
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mantenimiento y remodelaciéon del hueso. Estas células comprenden los
osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y las células del revestimiento 6seo,
cada una cumpliendo funciones especificas y esenciales (Figura 2). Los
osteoblastos son células cuboidales ubicadas en la superficie 6sea. Estas
células tienen la funcion principal de sintetizar la matriz 6sea, la cual se
compone de elementos como colageno tipo | y proteoglucanos. Este
proceso de sintesis se lleva a cabo en dos principales etapas: la deposicion

de matriz organica y su subsecuente mineralizacion (1,2,3).

Célula de
revestimiento Osteoblasto Osteocito Osteoclasto

o0seo

Figura 2. Morfologia de las células 6seas y su localizacion. Realizado en Biorender

Una vez que los osteoblastos quedan incluidos dentro de la matriz ésea
mineralizada pasan a llamarse osteocitos y mantienen el metabolismo 6seo
ademas de controlar el remodelado. Su morfologia varia dependiendo el
tipo de hueso en el que se localizan. Por ejemplo, los osteocitos
encontrados en el hueso cortical son mas redondeados a comparacion con

aguellos del hueso trabecular que muestran una morfologia mas alargada
().
Unavez que el osteocito madura y su cuerpo celular queda alojado en una

laguna, sus prolongaciones citoplasméticas se extienden a través de

Pagina | - 13 -
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pequefios tuneles llamados canaliculos. Estos forman el sistema lacuno-
canalicular,que permite la comunicacidn con otros osteocitos, asi como con
los procesos citoplasmaticos de los osteoblastos y las células de

revestimiento 6seo (1,3).

Los osteoclastos son células multinucleadas las cuales su funcién principal
es la reabsorcion 6sea. Estas células derivan de los precursores
hematopoyéticos de la linea mononuclear-macrofagicay desempefian un
papel crucial en el proceso de remodelado éseo, dado que descomponen
la matriz 6sea mineralizada, liberando calcio y fosfato al torrente sanguineo
cuando se requiere. Durante este proceso, el osteoclasto se polariza y
reacciona a interacciones moleculares que lo preparan para la resorcion
Osea. Esto incluye la reorganizacion de sus filamentos de actina en el
citoesqueleto, lo que le permite formar una unién estrecha con la superficie
0sea. Junto con su membrana basal, forma un compartimento hermético
conocido como laguna de Howship. Este equilibrio entre la actividad de los
osteoblastos y los osteoclastos es fundamental para mantener la
homeostasis O6sea y asegurar la adaptabilidad del esqueleto a las

demandas mecanicas y metabdlicas a lo largo de la vida (2,3,4).

Las células de revestimiento 6seo son células alargadas y aplanadas, las
cuales revisten a la superficie 6sea. La funcion de las células del
revestimiento 6seo no esta del todo clara, pero al parecer desempefian un
papel importante en el acoplamiento de la resorcion 6sea con la formacion
de hueso. (figura 2) (1).

La matriz extracelular del tejido 6seo es un bio-entorno dindmico con
propiedades mecéanicas, bioquimicasy mecanicas que son reguladas con
precision. Esta representa aproximadamente el 90% del volumen total del
huesoy desempefia un papel fundamental en este tejido. Estd conformada
por componentes inorganicos, en particular sales de calcio y fosforo
combinados con iones hidroxilo que conforman cristales de hidroxiapatita,

otorgandole al tejido 6seo su caracteristica dureza y resistencia; ademas

Pagina | - 14 -
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de componentes organicos principalmente colageno tipo | y V, que le

proporciona flexibilidad (5,6).

En el hueso, la matriz extracelular se encuentrainvolucrada en procesos
tales como la regulacion de la adhesion celular, la proliferacion y la
respuesta a factores de crecimiento, la diferenciacion, y finalmente, las
propiedades funcionalesdelhuesomaduro. La matriz extracelulardel tejido
0seo tiene la capacidad de inducir la produccion de hueso nuevo, asi como

propiciar la absorcion ésea por los osteoclastos (7).

4.1.1 Estructura

La estructura del tejido 6seo es especializada y compleja, siendo
organizada en diferentes niveles jerarquicos, desde la escala microscépica
hasta la macroscopica. EI hueso se puede clasificar en dos tipos

principales: hueso cortical y hueso trabecular (8).

El hueso cortical constituye la zona periférica o superficial del hueso. Este
se caracteriza por su rigidez y resistencia ante fuerzas mecénicas. Esta
conformado por unidades estructurales llamadas osteonas; cada osteona
consiste en conductos de Havers, a través del cual pasa un componente
vasculo-nervioso. Estos conductos se encuentran recubiertos de laminillas
en disposicion concéntrica dénde se sitian los osteocitos (Figura 3). La
relacion superficie/volumen en el hueso cortical es mucho menorque en el
hueso trabecular, algo que cambia con el envejecimiento o la enfermedad,
en los cuales se vuelve mas poroso, ganando superficie, pero perdiendo
fuerza (8,9).

Pagina | - 15 -
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Figura 3. Esquema representativo de la estructura 6sea y componentes de la osteona.
Tomado y modificado de Jae-Young R et al. Mechanical properties and the hierarchical

structure of bone 1998 realizado en biorender

El hueso trabecular representa la zona central o interna del hueso, en la
cual se aloja la médula 6sea hematopoyética o amarilla. Esta formado por
laminas intersticiales, denominadas como trabéculas, que se disponen de
manera irregular. El hueso trabecular se distingue por tener un indice de
actividad metabdlicay de remodelado superior al que el hueso cortical. Esta
diferencia le permite responder de manera mas rapida a los estimulos
mecanicos, ya que las células 6seas primarias, tales como osteoblastos y
osteocitos, se encuentran mas proximas a los factores de crecimientoy a
las citocinas. Adicionalmente, el hueso trabecular desempefia un papel
crucial al transferir las cargas mecanicas desde la superficie articular hacia

el hueso cortical (Figura 4) (8,9).
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Figura 4. Orientacion estructural de las trabéculas 6seas en compresion (lineas azules)
y traccién (lineas rojas). Ademas de su morfologia isotropica (compresion) y ortotropica
(traccién). Tomado y modificado de Rafaella A, Florian-lon, Relly-Victoria P, Apicella A.

Flexible Stem Trabecular Prostheses 2016
4.1.2 Metabolismo 6seo

Elhueso esuno de los tejidos conjuntivos mas metabolicamente activos en
el cuerpo humano, en contraposicion a la percepcion habitual que se tiene
del hueso como un tejido que no experimenta cambios tras su formacion.
No obstante, el hueso se encuentra en un constante remodelado el cual
permite repararse a si mismo ante una fractura y adaptarse ante un

requerimiento mecanico mayor (10,11).

El metabolismo 6seo es un proceso dindmico y complejo que comprende
actividades como el desarrollo, el mantenimiento estructural y funcional del
hueso,ademas de la regulacién de la homeostasis mineral. Este proceso
depende de la interaccion coordinada de diversos tipos celulares, tales
como los osteocitos, que actian como sensores mecanicos; los
osteoclastos, responsables de la resorcion 6sea; y los osteoblastos,
encargadosde laformacion del tejido 6seo nuevo. Ademas, el metabolismo
0seo esta influenciado por fuerzas mecanicas externas que estimulan la
remodelacién del hueso para adaptarse a las demandas funcionales.
Asimismo, esta regulado por diversas sefiales bioquimicas, como la
hormona paratiroidea (PTH) y hormona del crecimiento (GH), ademas de

citocinas, junto con factores locales como el factor de crecimiento derivado
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de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF).
Todos estos elementos trabajan en conjunto para garantizar la integridad
estructural y metabolica del tejido 6seo a lo largo de la vida. (Tabla 1)
(11,12).

Los factores de tasa de remodelacion, matriz colagena,tamafio, estructura,
densidad y geometria se combinan para establecer las propiedades
mecanicas del hueso, que incluye la resistencia, flexibilidad y capacidad
para soportar cargas. La relacidon entre estos parametros es esencial para
garantizar un equilibrio entre la formacién y resorcién 6sea, lo cual permite
mantener un tejido 6seo saludable y funcional. Sin embargo, cuando se
producen alteraciones o defectos en alguno de estos aspectos, pueden
surgir enfermedades Gseas significativas. Por ejemplo, la osteoporosis

osteopetrosis, la enfermedad de Paget y osteogénesis imperfecta (11).

Los estudios muestran que el proceso de remodelado 6seo es esencial
para la renovacion del tejido 6seo, concediendo que alrededor del 5% del
hueso cortical y el 20% del hueso trabecular se renueven anualmente. A
pesar de que el hueso cortical constituye una porcion mayor en el cuerpo
humano, elritmo de renovacion delhuesotrabeculares considerablemente
superior debido a su mayor actividad metabdlica y su estructura mas
porosa. Este proceso constante de renovacion resulta en un recambio
anual del 5-10% del total del hueso en el cuerpo, garantizando su
funcionalidady capacidad de adaptacién a las fuerzasmecanicas alo largo
de lavida. noobstante que este remodelado ocurre durante toda la vida, su

balance solo es positivo durante las tres primeras décadas de lavida (5,14).

En circunstancias normales, la resorcién 6seay deposicién de matriz para
su posterior osificacion son procesos intimamente vinculados que siempre
suceden en la misma secuenciay son llevados a cabo por un conjunto de
osteoclastos y osteoblastos que forman la unidad multicelular basica
(UMB). Los osteoclastos inician el proceso de resorcién en respuesta a

sefales relacionadas con dafio local y/o muerte de osteocitos. En
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consecuencia, osteoblastos son reclutados para depositar matriz 6sea, la
cual posteriormente se mineraliza (15).

Tabla 1. Biomoléculas involucradas en el metabolismo éseo y su funcion
(11,12,13).

L. A través de los osteoblastos promueven la
Hormonas tiroideas B , _
formacién de la matriz osteoide y su
mineralizacién, ademas de generar un efecto
opuesto al fomentar la reabsorcion a través del
incremento en la cantidad y funcién de los

osteoclastos.

Produce una inhibicion temporal de Ia

Calcitonina L . o
reabsorcion 6sea debido a la disminucién del

namero y actividad de osteoclastos.

o Regula la homeostasis del calcio a mediante la
Hormona paratiroidea

(PTH)

transferencia de calcio del hueso al torrente
sanguineo e incrementa la excrecidn de fosfatos
por medio de la orina. No obstante, recientes
investigaciones han demostrado su funcién
estimulante en la formacion ésea a través de la
sintesis de IGF-l y TGF-b.

Promueve la mineralizacion de los huesos al

Calcitriol . _
promover la absorcion de calcio y fosfato en el

intestino.

Producen la estimulacion de receptores en

Andrégenos _ _
osteoblastos y funcionan como mediador en el

pico de GH durante la etapa de pubertad.
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Promueve la formacién 6sea al aumentar la

Estrogenos cantidad y funcion de los osteoblastos.

Posee un rol en el remodelamiento 6seo, tanto
Progesterona . .

directamente mediante los osteoblastos como
indirectamente a través de la competencia por

los receptores osteoblasticos.

o Incrementa la actividad de los osteoblastos, lo
Hormona del crecimiento

(GH)

que resulta en un aumento en la sintesis de
coldgeno, osteocalcina y fosfatasa alcalina.
Incrementa de manera indirecta la sintesis de
IGF-1 y II, lo que conduce a un incremento en la

proliferacion y diferenciacion de osteoblastos.

IGE-| Promueven la proliferacion

fo lular cartilaginosa y sintesis
Factores de crecimiento ce :
IGF-11  de su matriz celular.

Promueve la formacion de
PDGF  células o6seas, ademas de
inducir la sintesis de coladgena
tipo | por medio de los
osteoblastos maduros.

Promueven la resorcion 6sea (IL-1, IL-6, IL-8,
Citocinas IL-11) e inhiben la resorcion 6sea (IFN-K , IL-4)

4.1.3 Composicién inorganica

Como anteriormente se mencion0, el hueso es un tejido dinamico y
altamente especializado, cuya composicion esta disefiada para cumplir con
las demandas estructurales y metabdlicas del organismo. Su fase mineral
esta constituida principalmente por sales de calcio y fésforo, las cuales

combinadas con iones hidroxilo forman la hidroxiapatita (HAP). Este
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biocristal hexagonal representa aproximadamente el 70% del peso del
hueso y es fundamental para conferirle su caracteristica rigidez y

resistencia (11).

La hidroxiapatita se encuentra organizada en forma de pequefios cristales
que se distribuyen y alinean cuidadosamente en el interior del tejido éseo.
En particular, estos cristales se orientan de manera que sus ejes
longitudinales corren paralelos a las fibras de coldgeno del hueso. Esta
disposicion estructural, lejos de ser aleatoria, esta intimamente ligada a los
requerimientos biomecéanicos del tejido. La alineacién de los cristales y las
fibras de colageno refleja la direccion de las fuerzas de carga mecanicay
el patrén de crecimiento del hueso, proporcionando una combinacién ideal

de resistencia y flexibilidad. (Figura 5) (11).

Esta arquitecturaorganizada es fundamental para que el huesocumplacon
su funcién de soporte, permitiendo que resista tensionesy deformaciones
durante la locomocion, la carga y otros esfuerzos fisicos. Ademas, la
relacion entre los cristales de HAP y las fibras de colageno no solo
contribuye a la integridad mecéanica del hueso, sino que también

desempeiia un papel en la capacidad para remodelarse y adaptarse a los
cambios funcionales a lo largo del tiempo (14).

9
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Figura 5. Disposicién de laHAP conforme las fibras de colageno. Tomado y modificado
de Jae-Young R et al. Mechanical properties and the hierarchical structure of bone 1998

realizado en biorender.

4.1.4 Cristales de HAP

La hidroxiapatita (HAP) es un componente estructural esencial de los
tejidos mineralizados del organismo humano, tales como el huesoy el
esmalte dental. Este es un biocristal compuesto principalmente por atomos
de calcio, fésforo e hidrégeno, y se manifiesta como una estructura
cristalina de forma hexagonal. Su configuracion altamente organizada
contribuye a la resistencia y rigidez de los tejidos donde se encuenta
presente (16).

Desde el punto de vista quimico, los cristales de hidroxiapatita estan
compuestos principalmente por calcio y fosfato, en una proporcion
estequiométrica que le otorga estabilidad. Sin embargo, la HAP en su
estado natural también incluye pequefias cantidades de otros elementos
como sodio, cloruro, carbonato y magnesio, los cuales desempefian un rol

crucial en la funcion de remodelacion del hueso (Tabla 2) (16).

Tabla 2. Composicion quimica de la HAP. (8)

Elemento Porcentaje en peso Moles

Ca 41,06 pm 1,0244

P 18,55 pm 0,5990
40,36 pm -

La biomineralizacion es un proceso que conlleva el crecimiento controlado
de cristales a partir de soluciones acuosas, y se generan matrices
organicas propias para actuar como huésped parael proceso de nucleacion
y crecimiento. Los grupos funcionales de estas matrices y sus
combinaciones son esenciales para inducir la nucleacion superficial y
promover la formacién de HAP (15)

El hueso alberga grandes cantidades de proteinas séricas, incluida la

albumina y a-HS-glicoproteina, junto con proteinas sintetizadas por las
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células 6seas como la osteonectina (ON), la osteopontina (OPN), la
osteocalcina (OC) y la sialoproteina 6sea (BSP); todas estas son proteinas
acidas que se unen al calcio. (17,18)

Estudios han evidenciado que la BSP es una potente inductora de la

nucleacion. En cambio, la OPN es un potente inhibidor de la formacion de
HAP (19).

4.1.5 Nucleacion

El tejido 6seo es el principal almacén de calcio y fésforo para el organismo,
y estos elementos se encuentran principalmente en forma de minerales de
fosfato de calcio, que representan aproximadamente el 70% de la masa
Osea. Los fosfatos de calcio forman parte de una amplia familia de
minerales que poseen iones de calcio (Ca2+), combinados con aniones de
fosfato (Tabla 3) (20).

Tabla 3. Fosfatos de calcio (CaP)
Ortofosfatos

Fosfato tricalcico Ca3(P0O4)2
Fosfato octacélcico Ca8H2(P04)6-5H20

Fosfato de calcio amorfo

Apatitas

Hidroxiapatita Cal0(PO4)6(OH)
Oxiapatita

Fluorapatita

El tejido 6seo natural se encuentra constituido fundamentalmente por fibras
organicasy colagenoinscritasen unamatriz mineral conocidacomo fosfato
de calcio apatitico polisustituido, ya que uno de los iones que se puede
sustituir es el carbonato (COs). Esta modificaciéon da como resultado una
apatita parcialmente sustituida o apatita deficiente en calcio, que se conoce
como hidroxiapatita carbonatada. Para ser considerada una HAP
carbonatada su formula quimica es Ca1o(P04)s(OH)2(CO3) y relacién molar
de Ca/P=1,67 (20).
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El principal componente mineral del hueso es la HAP carbonatada (la
concentracion de carbonato varia entre el 2 y el 9%) con una estructura
cristalina predominantemente hexagonal. La HAP se asocia con las fibrillas
de colageno (minerales intrafibrilares) o se sitia en el espacio entre las
fibrillas (minerales extrafibrilares). La mineralizacion comienza en el
espacio entre las fibrillas, en el cual se sitian las proteinas acidas no
colagenas (las cuales tienen el papel de iniciar este proceso) y el primer
mineral que se forma durante la osificacion intramembranosa o
endocondral es el fosfato de calcio amorfo, que luego se transforma en
cristales de HAP mediante un proceso de nucleacion, crecimiento y
agregacion. El entorno quimico circundante (factores que afectan al pH) y
los estimulos mecénicos determinan la velocidad, el tamafio y la morfologia

del crecimiento de los cristales (20,21).

La unién de union de calcio al grupo carboxilato del coldgeno es uno de
los factores clave para el inicio de la nucleacion de los cristales de HAP
(21).

La formacion de la HAP es resultado de una nucleacion heterogenia, ya
sea en otra fase mineral o en la matriz organica. En el segundo caso, es
posible que la matriz organica ofrezca una conformacion idonea de union
de atomos de ligando a los iones de calcio en el paso de crecimiento de
cristales inicial, el cual comienza siempre que las condiciones del medio,
como pH bésico lo permitan, formando cristales hexagonales de gran
tamafio con un espacio grupal P63/m (patron que se repite en tres
dimensiones) (22,23).

La mineralizacion es un proceso bioldgico complejo y regulado en gran
medida que desempeiia un rol esencial en el mantenimiento de la fuerza e
integridad del sistema esquelético. Este proceso es responsable del
deposito de sustancias mineralizadas dentro de la matriz Osea,

proporcionando dureza y resistencia al tejido 6seo (21).
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4.2 Bioingenieria de tejidos

Hoy en dia, la investigacion en células troncales se ha convertido un tema
gue ha generado muchasexpectativas para su utilizaciéon en medicina.Una
de sus aplicaciones con gran potencial es el desarrollo de modelos in vitro
qgue permitan el analisis de diferentes procesos que suceden durante el
desarrollo embrionariotales como diferenciacion celular,interaccion celular
y la induccion de sefiales. Estos modelos no sélo resultan utiles para la
investigacion basica, sino que también constituyen herramientas valiosas
para entender diversas patologias (24,25).

Ademas, actualmente se busca obtener células mesenquimales de
diversas fuentes para su aplicacion en la bioingenieria de tejidos la cual es
un campo emergente que se presenta como un método alternativo para la
sustitucion de tejidos dafiados (24).

La funcionalidad de un tejido desarrollado a través de la bioingenieria de
tejidos puede abarcar aspectos tanto estructurales como metabdlicos, o
bien, fusionar ambas caracteristicas de manera conjunta. Las células
empleadas en este proceso pueden integrarse un sistema de cultivo o ser
reclutadas in vivo, apoyandose en el uso de biomateriales y/o biomoléculas
(25).

Uno de los componentes fundamentales de la bioingenieria de tejidos es la
generacion de una gran cantidad de células que conserven su identidad
histolégica similar al in vivo. Esto implica establecer cultivos celulares
optimos, amplificar las poblaciones celulares a través de los subcultivos
utilizando diversos factores en los medios nutritivos, asi como también
considerar la cantidad celular, dado que es importante la interaccion entre

célulay célula (24).
4.2.1 Cultivo bidimensional vs cultivo tridimensional

Los cultivoscelularesson unaherramientain vitro ampliamente usadapara
profundizar nuestra comprensién de la biologia celulary morfologia tisular,
ademas de constituir un campo de investigacion en el desarrollo de la

bioingenieria de tejidos (26).
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Los cultivos pueden realizarse en condiciones adherentes (monocapas o
bidimensionales) ono adherentes (tridimensionales). En los cultivos 2D, las
células se desarrollan como una monocapa adherida a una superficie
tratada para el anclaje celular. Los beneficios de los cultivos 2D estan
vinculados con un mantenimiento simple y relativamente econémico, en el
cual nos permite la realizacién de diversos protocolos. Las desventajas
comprenden la limitacion del estudio aun solotipo de célula,y en el cual la
célula solo tiene contacto con otra célula en un &rea limitada de su

superficie (26).

Los modelos 3D se pueden categorizar segin su método de preparacion
en: cultivos en suspension sobre placas no adherentes, cultivos en medio

concentrado o sustancias tipo gel y cultivos en un andamio (Figura 6) (26).

Los modelos basados en andamios utilizan estructuras que imitan la
composicion de la matriz extracelular para simular el microambiente celular
nativo. En los sistemas sin andamios, las células se autoensamblan
formando esferoides (27).

En todos los sistemas de cultivo 3D, las células crecen en un medio que
regula su fenotipo y funcién, lo que hace a los cultivos 3D una mejor
representacion de los procesos que ocurren in vivo en comparacion con los

cultivos monocapa (28).
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Cultivos monocapa

Cultivos 3D

Sin andamio

Esferoide Andamio

Figura 6. Esquema representativo de los cultivos monocapay los distintos sistemas de
cultivo 3D (sin andamios y basados en andamios). Tomado y modificado de Figueroa 3D
Cell Culture Models in COVID-19 Times: A Review of 3D Technologies to Understand

and Accelerate Therapeutic Drug Discovery. Biomedicines. 2021

4.2.1 Esferoides en regeneracion 0sea

En cultivos en suspension las célulastienden a agregarse y pasar por un
proceso de autoensamblaje. Los esferoides se pueden ver afectados por
distintos factores incluido el gradiente de nutrientes, oxigeno y factores de
crecimiento en el medio. El medio de cultivo celular penetra en el interior
de los esferoides por difusion. Cuanto mayor es el tamafio alcanzado por
los esferoides, mas dificil se vuelve para el medio llegar al nacleo de los
esferoides (29).

Los esferoides de células mesenquimales secretan niveles mas altos de
citocinasy quimiocinas, estos afectan la proliferacion, viabilidad y migracion
de las células y también secretan una angiogénesis mas alta que las
secretadas en aquellas cultivadas en monocapa, por lo que una de sus

utilizaciones es en medicina regenerativa (30).
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Tabla 4. Caracteristicas de los distintos métodos de cultivo 3D.

Modelo 3D

Descripcién

Ventajas

Desventajas

Cultivos en

suspension

sobre placas
no

adherentes

Cultivos en
medio
concentrado
0 sustancias

tipo gel

Cultivos en

andamio

Las células individuales
se siembran en placas
no adherentes con

medio.

Las células individuales
crecen en un medio
gue contiene
sustancias con
propiedades
gelificantes.

Las células pueden
migrar entre las fibras y
adherirse al andamio,
hecho de materiales
biodegradables como
seda, colageno,

laminina, alginato.

Las células pueden

extraerse facilmente

del medio y
utilizarse para
experimentos

posteriores.

Las células

cultivadas en

matrigel se pueden
recuperar facilmente
para su posterior

andlisis, tienen

interacciones

tridimensionales con
el entorno local y
forman estructuras

similares a los

tejidos.

El sistema es

compatible con las

pruebas funcionales
disponibles en el

mercado, asi como

con los kits de

aislamiento de
ADN/ARN y

proteinas. Féacil de

preparar para el

analisis

inmunohistoquimico.

Las capas
cubiertas con
materiales no-

adherentes son

costosas.

Dificultad para
obtener esferas
para ciertas lineas,
preparacion
inconveniente y
lenta de las dos
capas de agary
requisito de
cultivos a largo
plazo. Baja
repetibilidad de los

resultados.

Las células
adheridas a los
andamios se
aplanan y se
propagan como las
células cultivadas
en condiciones
adherentes. La
observaciény
extraccion de las
células es

restringida.
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Después de la implantacion de los esferoides, las células mesenquimales
pueden serinducidas adiferenciarse en células apropiadas para reconstruir
el sitio. El potencial de diferenciacidn de los esferoides ha sido demostrado
in vitro (30).

5. OSTEOESFERAS

Para aplicaciones en ingenieria de tejido 6seo, las células mesenquimales
multipotentes (CMM), derivadas comunmente de médula Osea, tejido
adiposo u otras fuentes, pueden sercultivadas en modelos tridimensionales
en un medio sin anclaje (Figura 7). Estas agrupaciones de células que

crecen en condiciones no adherentes son llamadas osteoesferas (31).

Figura 7. Esquema representativo de vista microscépica de osteoblasto en frasco de

cultivo celular y osteoesfera. Realizado en Biorender.

Las osteoesferas representan un sistema tridimensional simple, en el cual
nose requiere un andamio nimaterial de soporte para el crecimiento celular
en 3D. Este sistema tiene ventajas relevantes como facilitar la interaccion

célula-célulay célula-matriz, proporcionar un entorno fisicoquimico similar
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al in vivo, secretar citoquinas, quimiocinas y factores angiogénicos y

mantener propiedades fenotipicas intrinsecas exactas a las in vivo (32).

Se encuentran varios métodos disponibles para la generacion de
osteoesferas, cada unocon sus propias ventajas y limitaciones. Algunosde
los métodos mas utilizados incluyen el cultivo en matraces giratorios, el
método de caida colgante, las placas de baja fijacion y la microfabricacion.
Estos métodos permiten el cultivo de células en condiciones
tridimensionales que simulan mejor las interacciones celulares en los
tejidos nativos en comparaciéon con los cultivos bidimensionales

tradicionales (33).

El cultivo en matraces giratorios es uno de los métodos mas comunes, ya
que favorece la formacién de esferoides al permitir que las células se
agrupan espontaneamente mientras estan suspendidas en el medio de
cultivo. Similarmente, el método de caida colgante involucrala formacion
de gotas de suspensién celularque caen de una plataforma, permitiendo
qgue las células se agrupen en esferoides bajo condiciones de gravedad.
Las placas de baja fijacion, por su parte, proporcionan un sustrato que
favorece el crecimiento celularen 3D sin un anclaje firme, lo que facilita la
formacion de osteoesferas. La microfabricacion, por otro lado, permite crear
estructuras y plataformas a escala microscépica, proporcionando un control

preciso sobre la forma y el tamafio de las osteoesferas (34).

Sin embargo, independientemente del método utilizado, se ha observado
gue el tamafno de los agregados celulares tiene un impacto significativo en
las respuestas celulares dentro del microambiente tridimensional. Los
estudios sugieren que el tamafo de las osteoesferas influye en diversos

factores, como la proliferacién celular y la diferenciacion osteogénica
(Figura 8) (35).
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Figura 8. Microambiente tridimensional. Se muestran tres zonas: zona de proliferacion,
zona de quiescencia y centro necrotico. Tomada y modificadadeLin R-Z, Chang H-Y.
Recent advances in three-dimensional multicellular spheroid culture for biomedical
research 2008

El estudio de las osteoesferas en regeneracion 0sea se ha convertido un
tema con bastantes desafios, por lo que se ha surgido el desarrollo de
técnicas de cultivo que optimizan la morfologia del esferoide celular
enfocandose en un tamafio uniforme, en combinacion con el desarrollo de
dispositivos que optimizan la permeabilidad de nutrientes y oxigeno dentro
de la estructura como un Oxy-chip (36).

De acuerdo con recientes articulos, este tipo de modelo 3D muestra que el
origen celular es una variable para considerar. Las células més utilizadas a
menudo son células mesenquimales de médula 6sea debido a que son las
que tienen el nivel mas alto de caracterizaciéon, sin embargo, su obtencion
es una limitacion importante cuando se considera la posible aplicacion
odontoldgica clinica, por lo que el uso de células tales como células

mesenquimales derivadas del tejido adiposo, células troncales craneales
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de raton, células mesenquimales de ligamento periodontal y odontoblastos
humanos primarios se ha convertido en objeto de andlisis (Tabla 4)
(37,38,39).

Tabla 5. Resultados respecto al estudio de distintas fuentes celulares en

la formacién de osteoesferas.

Células Técnica Células/mL Resultados
células troncales Culiivo de Ss" r:g:::l:;:;n;g: ::;'Sbijd;;?gll;:clfup: de
craneales de baja 2108 P pK'AKT o
raton adherencia 13K rn_l:udula la reparacion osea craneal al
dinigirse a celulas troncales especificas en los
tejidos locales.
Osteoblastos Cultivo de . Exhiben una alta viabilidad y desarrollan
humanos baja 3x10 rapidamente una vasculanzacion funcional
primanos adherencia después del trasplante

En cuanto a las osteoesferas formadas a partir de osteoblastos, recientes
estudios han mostrado que, bajo condiciones especificas de cultivo, es
posible inducir la formacion de ndodulos mineralizados que simulan el
proceso de osteogénesis. En particular, se ha determinado que cuando las
células se cultivan en suspension en un medio inductor durante un periodo
de 14 dias, se establecen las condiciones 6ptimas para la formacién de
nddulos por deposicion de calcio, un proceso clave en la mineralizacion
Osea (40).

6. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los defectos 6seos causados por traumatismos, enfermedades, cirugias o
malformaciones congénitas se han convertido en un importante problema
de salud a nivel mundial. El estandar todavia utiliza autoinjertos y
aloinjertos, sin embargo, tienen la desventaja de presentar una alta
reabsorcion y, a veces, el desarrollo de hueso es de baja calidad y las
morbilidades pueden ocurrir en el sitio donante. Estas complicaciones

inherentesa losinjertos trasplantados han generadointerésen laingenieria
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de tejidos para el desarrollo de osteoesferas con el propésito de su

utilizaciéon en medicina regenerativa.

7. JUSTIFICACION

En afios recientes el uso de modelos celulares tridimensionales en el
campo de la investigacion biomédica ha tomado relevancia dado que
ofrecen un microambiente celular arquitectonico y funcional mas parecido
a lo que se observa en el cuerpo humano. Los estudios referentes al uso
de osteoesferas es reciente y la informacién que existe hasta hoy es
insuficiente. No existe en la literatura reportes de la formacién y
caracterizacion de los cristales de fosfato de calcio que se estan formando
en estos modelos por lo cualidentificarsu formacién y caracterizacion nos
proporciona un indicio de la posibilidad de utilizar osteoesferas en

regeneracion 0seay asi promover una solucion para los defectos 6seos.

8. HIPOTESIS

Los osteoesferoides estandarizados son capaces de formar cristales de

fosfatos de calcio.

9. OBJETIVOS
9.1 General

¢ |dentificar las condiciones de cultivo en suspension para obtener
osteoesferas que promuevan la produccion de cristales de fosfato

de calcio.

9.2 Especificos

¢ Identificarla concentracion celular de osteoblastos que promuevan

la formacién de osteoesferoides viables a 21 dias.
e Determinar la viabilidad de osteoesferoides a 21 dias de formacion.

¢ Identificar la formacion de cristales de fosfato de calcio por

microscopia de barrido.
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10. MATERIALES Y METODOS

Linea celular. Se utilizé una linea celular establecida de osteoblastos
fetales (hFOB 1.19) adquirida con American Type Culture Collection
(ATCC).

Materiales. Frascos de cultivo celular adherente 25 mL3, pipetas 5y 10
mL, puntas para micropipeta 1000, 100, 10 uL, tubos clinicos de 15y 50
ml, placas de ultra baja adherencia de 24 pozos (Corning Incorporated ®,
Corning, NY, USA)

Equipo. Campana de flujo laminar (Biobase®, Biobase, China),

micropipetas Unicanal (sinLabs), incubadora (Luzeren ®, Luzeren, USA)

Reactivos. Medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, por las siglas
de Dulbecco’s Minimum Essential Medium) y Dulbecco's Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F12), suero bovino fetal (SBF)
(GIBCO®/ Thermofisher Scientifc Inc. New York, USA), sustituto de suero,
factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento fibroblastico
basico (BFGF) (Biolegend, France), glutamina, tripsina-EDTA, B-
glicerofosfato (10mM) + acido ascorbico (50 ug/ml) (Sigma Aldrich-Merck
KGaA, Darmstadt, Alemania), Azul tripano al 4%, alizarina roja.

10.3 Métodos

Cultivos en monocapa. Osteoblastos (hFOB 1.19) se crecieron en frascos
que permiten la adherencia con medio DMEM, suplementado con 10% de
suero bovino fetal a 37° Cy 5% de CO2 y una humedad relativa de 95%.
Se cambié medio fresco cada tercer dia y se llevo a confluencia del 75%

para realizar los ensayos.

Estandarizacion de esferoides. A partir de los cultivos en monocapa se
obtuvieron suspensiones celularesy se cuantificd la concentracion celular
mediante exclusion de azul tripano con camara de Neubauer. En una placa
de 24 pozos de baja adherenciase colocé medio DMEM F12 suplementado
con 10 mM de glicerofosfato sodico, 50 yg mM de L-ascorbato, factor de

crecimiento epidermal (EGF) y factor de crecimiento fibroblastico bésico
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(FGF) y se sembraron tres concentraciones celulares [0.25 X102], [0.5
x102], [1 x10?] células/mL con la finalidad de determinar cual favorece la
formacién de esferas viables y homogéneosa los 3,y 7, 14 y 21 dias de
crecimiento. Se evalud el tamafio de los esferoides, mediantela adquisicion

y analisis de imagenes con el programa ImageJ.

Tincion con alizarina roja. Con la finalidad de saber si los osteoesferoides
son capaces de formar cristales de fosfatos de calcio, se obtuvieron
esferoides en suspensién aconcentraciones de [0.25 X102, [0.5 x10?], [1
x10?] células/mL y cada condicion se lavé en dos ocasiones con PBS 1X
para ser fijados con paraformaldehido al 4% en PBS 1X por 10 minutos. Se
lavaron en tres ocasiones con PBS 1X y se sometieron a unatincién con
alizarinaroja al 2% durante 1 hora a temperatura ambiente. Se realizaron
lavados con PBS 1X para visualizar la deposicién de calcio en la matriz

extracelular.

Andlisis estadistico. Los datos que se presentan corresponden a la media
+ error estandar del numero de observaciones (n=3). Las comparaciones
estadisticas se ejecutaron por la prueba ANOVA seguido por el analisis de
Tukey utilizando Excel. La disparidad entre las medias se consideraron

significativas cuando p<0.05.

Analisis con microscopia de barrido

Se utilizé un microscopio electronico de Barrido (SEM) marca Hitachi
SU8230 con la finalidad de realizar el analisis ultraestructural de los
esferoides, las muestras se recubrieron con unacapade oro en un equipo
Sputter Coater EMS 550. Las muestras fueron visualizadas utilizando un
voltaje de aceleracion a 5 kV mediante electrones secundarios. Asi mismo,
fuerealizado el analsis de dispersion de energia de rayos X (EDS) utilizado
un detector Bruker X flash 6/60 con la finalidad identificar compuestos

quimicos presentes en las muestras.
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11. RESULTADOS

Estandarizacion de esferoides

Bajo condiciones de cultivo en suspension con las concentraciones
utilizadas de [0.25X107] células/mL, [0.50X10?] células/mL y [1X107?]
células/mL, se forman estructuras esferoidales a partir de las primeras 24
horas. Se observa unavariacion en eltamarno de los osteoesferoides segin
la concentracién celular: en la concentracion de [0.25X102] células/mL,
respecto a [0.50X10?] células/mL, la diferencia de tamafio es del 12%,
mostrando unamayor homogeneidad en su conformacion conforme avanza
el tiempo. Por otro lado, en la concentraciéon de [0.50X10?] células/mL
respecto a [1X10?] células/mL, la variacién de tamafio es del 4%, con la

formacioén de esferoides de tamafio superior a 380 pum.

A partir del séptimo dia, se comienzan a observar esferas de diversos
tamafios en las concentraciones de [0.50X10?] células/mL y [1X107]
células/mL. Esto incrementa durante los 14 y 21 dias tanto en condiciones

de control como en presencia de medio inductor (Figura 9).
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Figura 9. Estandarizacién de tres condiciones para la formacionde osteoesferoides de las
lineas celulares hFOB 1.19 a diferentes concentraciones celulares durante 3, 7, 14y 21
dias. Aumento 25X.
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La viabilidad célular es un parametro importante en la bioingenieria de
tejidos, esencial en el desarrollo de protocolos para modelos
tridimensionales y la comprension de procesos bioldgicos.

Las concentraciones de [0.25X10?] células/mL, [0.50X10?] células/mL y
[1X10?] células/mL fueron sometidas a tincién con azultripano para evaluar
su viabilidad por medio de exclusion en una camarade Neubaueralos 21
dias. Los resultados mostraron que la viabilidad independiente del tiempo
es superior al 60% en las 3 concentraciones, aunque se mostré una
discrepancia entre los cultivos que crecieron en medio basal y medio
inductor en concentraciones de [0.25X102] y [1X102] (Figura 10).

m Control

30 A
20 -

Viabilidad %
3
o

= Medio inductor
(MM)

—
o o
1

0.25X1022 0.50X1072 1X10A2
Células/mL

Figura 10. Ensayos de viabilidad a los 21 dias. Los datos son presentados como la
media + ES(n=3). Los asteriscos indican las diferencias significativas
*(p<0.05)determinada por la prueba de ANOVA y un post hoc de Tukey

Para los ensayos de deteccion de nédulos mineralizados a 21 dias, los
esferoides en la concentracion [0.25X102] células/mL muestran centros de
mineralizacion y zona de proliferacion tanto en control como en medio
inductor, mientras que esferoides en concentraciones [0.50X10?]
células/mL y [1X10?] células/mL muestran una mayor tincién en alizarina
roja pero la presenciade centros necréticos y mayor numero de vesiculas

(Figura 6). Las micrografias obtenidas por SEM (Figura 11), permitieron
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observar nano vesiculas en la superficie de las osteoesferas con tamafios
aproximados de 200 a 500 nandmetros, las cuales presentan bordes bien
delimitados, de forma redondeada y distribuidas regularmente sobre su
superficie en las tres concentracionesy en ambas condiciones. Por otro
lado, las imagenes obtenidas por microscopia de luz permitio identifcar
estructuras con un posible patron cristalino de hasta 500pum en el medio
(Figura 12). El anélisisde EDS muestra la presencia de elementos como
C,0 y N correspondientes a elementos organicosy elementos como Cay
P correspondientes a una posible formacidon de matriz mineralizante (Tabla
6).

Tabla6. AnalisisporEDS de unananovesiculaformadasobre la superficie

de un osteoesferoide.

Elemento % Atdmico

C 69.07
O 20.67
N 9.64
NA 0.45
0.79
0.27
Cl 0.08
Ca 0.03
Total: 100%
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Figura 11. Ensayos de mineralizacion llevados a cabo portincidon con alizarina roja a los

21 dias. MM: medio mineralizante

Osteoesferoides hFOB 1.19 21 dias

Control

inductor

[0.25X10°2]  [0.5X1072] [1X1012]

) [0.5X10/2]
Células/mL Células/mL

Figura 12. Imagenes obtenidas por Microscopia de Barrido de los osteoesfereoides

(control y con medio inductor) utilizando diversas amplificaciones.
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12. DISCUSION

Estudios ya realizados utilizan concentraciones celulares mayores tales
como [1X103] células/mL y [5X104] células/mL, evaluando si el incremento
en la densidad de células en los esferoides permite mantener la actividad
osteogénica a lo largo de un mayor periodo de tiempo. Los resultados
muestran que no se generaun modelo continuo y genera efectos sobre la

expresion celular (41,42).

Referente a la concentracidn, no existe un criterio para el protocolo de las
condiciones de formaciones de modelos de estudio, depende de la
capacidad de proliferacion celular, por lo cual se usan indistintamente las

concentraciones.

El presente estudio tuvo como objetivo identificarla concentracion celular
optima para la formacion de cristales de fosfato de calcio en osteoesferas
viables a 21 dias, evaluando su morfologia, viabilidad y capacidad de

mineralizacion en condiciones de medio de cultivo y medio inductor.

Se observé laformacion de estructuras esferoidalesa partir de las 24 horas
en todas las condiciones evaluadas. Sin embargo, se evidencio que la
concentracion celular influyo significativamente en la homogeneidad y el
tamafio de los esferoides. Las osteoesferas generadas a partir de
[0.25X10?] células/mL mostraron una mayor homogeneidad en su
conformacién en comparacion con las concentraciones mas altas de
[0.50X10?] células/mL y [1X10?] células/mL en las cuales se formaron
mayor namero de esferoides de mayor tamafio y forma heterogénea,
superando los 380um, lo cual podria atribuirse a que las osteoesferas de la
concentracion mayor formaban osteoesferas por agregacion celular.
Estudios muestran que esferoides de un tamafio grande presentan
patrones irregulares y multiples esferoides en el mismo pozo. Ademas,
tienden a presentar necrosis e inhibicion de la proliferacion celular por lo

ideal es la formacion de esferas de un menor tamafio (43,46,47).

En cuanto a la viabilidad celular alos 21 dias se observo positividad en las

tres condiciones evaluadas. Sin embargo, en las osteoesferas de
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[0.25X102] células/mL hubo una discrepancia atribuible a un fallo en la
disgregacion, lo que pudo influiren la evaluacion con azul tripano. Estudios
recientes muestran que la senescencia celular puede ser cuantificada por
medio de tincion con negro Sudan B, este colorante se usa para tefiir la
lipofuscina, un producto lisosomal que se acumula dentro de las células
después de la disfuncion lisosomal, fenédmeno que ocurre generalmente en
células senescentes. Analisis cuantitativo mostré que esferoides grandes
mostraban mayor nimero de células tefiidas aumento significativamente,
lo que sugiere que el tamarfio del esferoide puede influiren la senescencia
celular. Por otro lado, los niveles de senescencia celular disminuyen en
esferoides pequefios en comparacion con cultivos 2D y esferoides grandes
(46).

A los 21 dias, los ensayos de mineralizacion mostraron diferencias
significativas entre las condiciones evaluadas. Las osteoesferas en
concentraciones de [0.25X107] células/mL mostraron la formacioén de
centros de mineralizacion y zonas de proliferacion tanto en condiciones
control como en medio mineralizante, indicando un equilibrio entre la
proliferacion celular y diferenciacién osteogénica. En contraste, las
osteoesferas formadas a partir de concentraciones mayores presentaron
una mayor tincion, pero con presencia de centros necréticos y un mayor
numero de vesiculas extracelulares, lo cual es un hallazgo novedoso que
sugiere que los centros hipoxicos promueven el depdsito de minerales sin
la necesidad de inductores osteogénicos. Los resultados obtenidos
coinciden parcialmente con estudios previos que destacan la influencia del
tamafio de los esferoides en el transporte de nutrientes y la viabilidad
celular. Se ha mostrado que esferoides mayores a 450 um muestran un
transporte de oxigeno y nutrientes poco difusivo, lo que causa un mayor

riesgo de desarrollo de centros hipoxicos y necrosis. (41,44,45)

Las vesiculas extracelulares presentes en la superficie de las osteoesferas
en las tres concentracionesy condiciones sugieren un posible rol en la
mineralizacion. La identificacion de estructuras cristalinas de hasta 500 um

en el medio podria significar que las osteoesferas podrian estar
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favoreciendo la formacion de cristales fuera de su estructura, lo cual podria
representar un mecanismo de cristalizacion asociado con la mineralizacion
extracelular, estos datos los atribuimos a la presencia deiones como Ca, P
mostrados en el andlisis de EDS. Estos resultados concuerdan con
informacion reciente que habla sobre la secrecion de vesiculas
extracelulares por parte de osteoblastos. Estas vesiculas se encuentran
envueltas por una membrana plasmatica ademas de contener enzimas,
proporcionando un microambiente nutritivo para la nucleacion de fosfato de
calcio y posterior crecimiento de los cristales. La mineralizacion comienza
cuando un fosfato de calcio cristalino (HAP), aparece dentro de las
vesiculas, creciendo y finalmente rompiendo la membrana para formar
nédulos mineralizados, también conocidos como globulos calcificantes
(48).

Estos hallazgos muestran la relevancia de la formacion de un criterio
uniforme en la eleccién de la concentracién celular,ya que unalimitacion
es la comparacion directa entre estudios. Las osteoesferas en
concentracion de [0.25X10?] células/mL destacan como una opcion
prometedora debido a susresultados positivos en viabilidad, mineralizacion
y homogeneidad en su conformacion. Sin embargo, el descubrimiento de
la relacion entre las condiciones hipoxicas y la mineralizacion en

osteoesferas de mayor tamafio abre nuevas interrogantes.

13. CONCLUSION

Las enfermedades degenerativas 0seas, traumas, fracturas y defectos
0seos representan un desafio constante. Esto es especialmente cierto en
donde el tejido faltante supera la capacidad de formacion Osea. El
tratamiento estandar para la reconstruccion de los defectos 6seos involucra
el uso de injertos 6seos. Sin embargo, este enfoque esta limitado por las
fuentes disponibles de injertos y el dafio secundario en el sitio donante. En
caso de injertos alogénicos, aunque tiene caracteristicas biologicas y

propiedades mecanicas similares a las del hueso autdgeno estos conllevan
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el riesgo de transmision de enfermedades infecciosas y la posibilidad de
rechazo inmunitario. Por esta razén, la bioingenieria de tejidos, a través de
esferoides tridimensionales de células mesenquimales, se haconvertidoen
una alternativa prometedora. Aunque el nimero de estudios que emplean
modelos tridimensionales ha aumentado en los ultimos afios, una de las
principales limitaciones es la falta de informacién comparativa entre los
diferentes enfoques, especialmente en lo que respecta a modelos que

utilizan osteoblastos.

El presente estudio permitié identificar la influencia de la concentracion
celular en la formacién, viabilidad y capacidad de mineralizacion en

osteoesferoides a 21 dias.

Se demostré que las osteoesferas formadas a partir de [0.25X10?]
células/mL presentaron mayores beneficios, posicionandose como una
opcidn optima para su uso futuro en bioingenieria de tejidos. Ademas de
obtener un resultado innovador relacionado a la formacién de depdsitos
minerales mayores en condiciones hipdxicas sin la presencia de inductores

osteogénicos y la presencia de estructuras cristalinas en el medio.

El impacto de este trabajo en la bioingenieria de tejidos es significativo, ya
gue proporciona conocimiento innovador para el disefio de osteoesferas
para su futuro uso para defectos 6seos. Futuros estudios podrian enfocarse
en la evaluacién funcional de las osteoesferas en modelos preclinicos, con

el fin de avanzar hacia su implementacion clinica.
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