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1. INTRODUCCION

El trabajo que se presenta a continuacion es una revision actualizada acerca

de los avances en la ingenieria de tejidos para la regeneracion craneofacial.

La pérdida de tejidos constituye uno de los problemas mas frecuentes,
devastadores y costosos para los sistemas sanitarios de los paises
desarrollados. Ademas, segun estadisticas recientes, la demanda de
organos y tejidos, asi como la aparicibn de enfermedades
neurodegenerativas ligadas al proceso de envejecimiento de la poblacion,
van claramente en aumento. El tratamiento actual para todo este tipo de

alteraciones se basa en el trasplante de 6rganos y/o tejidos.

Los avances y el interés cientifico por resolver estos trastornos, han logrado
impulsar el campo de la ingenieria de tejidos, permitiendo que lo que hasta

hace poco resultara ciencia ficcion, hoy se convierta en realidad.

En la practica odontoldgica, uno de los mas grandes retos es la regeneracion
de tejidos que se han perdido por lesiones o patologias. En este sentido, la
‘“Ingenieria de Tejidos”, propone nuevas terapias que implican la
regeneracion o reemplazo de tejidos u dérganos a través de constructos
tridimensionales tisulares, que devuelvan la forma y funcién, a partir de las

propias células del paciente, en conjunto con biomateriales y biomoléculas.

En lo que se refiere a la regeneracion de tejidos como pulpa dental, hueso y
mucosa oral, se han realizado avances importantes que, en algunos casos,
ya se han llevado a la practica clinica. La Ingenieria de Tejidos da lugar a un
nuevo campo en la Odontologia: La “Odontologia Regenerativa” que
conjunta ciencias basicas como Fisica, Quimica, Biologia Celular y Ciencia
de los Materiales. Los principales objetivos de este novedoso campo estan

encaminados a la regeneracion, reparacion o reemplazo bioartificial de



tejidos y organos propios del cuerpo humano, que han sido dahados por
diversos factores, tales como trauma, quemaduras, por enfermedades
degenerativas como el cancer o ciertas anormalidades congénitas. A pesar
de los avances en esta materia, la investigacion tiene un camino largo por
recorrer, con el fin de que esta terapia sea confiable y eventualmente se lleve

a la clinica.

Gracias a los avances en las investigaciones con células troncales, la
regeneracion de tejidos para restituir estructura y funciones es una realidad.
Sin embargo, aun requiere de estudios que garanticen su éxito. Las células
troncales aisladas de la médula ésea, el tejido adiposo, pulpa dental, dientes
deciduos, o el periodonto fueron llevados a jugar un papel importante en la
regeneracion de tejidos incluyendo regeneracién craneofacial del defecto
0seo, la regeneracion del nervio facial, la regeneracién del cartilago del
condilo, la regeneracion del disco de la articulacion temporomandibular

(ATM) y los érganos dentarios en estudios controlados.



2. OBJETIVO

- Conocer y describir los avances conceptuales sobre ingenieria de tejidos.

- Determinar el papel de diversos fenotipos celulares en la regeneracion

craneofacial.

- ldentificar las moléculas biofuncionales con potencial regenerativo.

- Describir las caracteristicas de los diversos andamios empleados en la

regeneracion craneofacial.

- Conocer las nuevas técnicas empleadas en la ingenieria de tejidos como

posibles terapias en la regeneracion craneofacial.



3. ANTECEDENTES

La investigacion en lo que hoy se denomina Ingenieria de Tejidos comenzé
aproximadamente en 1987, su desarrollo ha sido espectacular y la
construccion de tejidos para su uso en medicina empieza a configurarse, no
solo como una linea de investigacion fundamental y prioritaria en las

universidades y hospitales, sino también en compafias privadas.1

En 1975 El equipo del Dr. Rheinwald a partir de los trabajos con una linea de
queratinocitos originada de un teratoma de ratdén, establecieron las
condiciones necesarias y fundamentales para cultivar, de forma indefinida,
este tipo de células. La primera aplicacion clinica se produce en 1980, el
equipo del Dr. Banks-Schelegel demuestra la viabilidad del epitelio cutaneo
obtenido in vitro empleandolo como injerto en animales de experimentacion,
lo cual llevo al perfeccionamiento de estas técnicas haciendo posible la

utilizacion de estos tejidos, obtenidos en el laboratorio, en la practica clinica.”

En 1989 Charles Vacanti logré reproducir condrocitos humanos in vitro en un
andamio biodegradable. Después de refinar las técnicas y la obra de Robert
Langer en 1997 Vacanti y sus colegas de Massachusetts hicieron crecer una
estructura de cartilago que asemeja una oreja humano en la parte posterior
de un ratén desnudo usando un esqueleto de polimero y condrocitos de la
rodilla de una vaca. En 1991 Vacanti dijo haber acufiado el término ingenieria

de tejidos en el contexto de la sustitucion de érganos.

En 1993, Langer y Vacanti definieron ingenieria de tejidos como “Un campo
interdisciplinario en donde se aplican los principios de ciencias de ingenieria
y de la vida hacia el desarrollo de sustitutos bioldégicos que restauran,
mantienen o mejoran la funcién del tejido u 6rgano”. La ingenieria de tejidos

emergid como un nuevo campo que envuelve la combinacion de células,
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andamios y agentes bioactivos para fabricar nuevos tejidos funcionales en

remplazo a los tejidos damnificados.’

4. GENERALIDADES DE LA INGENIERIA DE TEJIDOS

En los ultimos afos se ha desarrollado dentro de la investigacion médica y
odontolégica un nuevo campo de conocimiento altamente prometedor,

conocida con el nombre de “Ingenieria de Tejidos”.?

La Ingenieria de Tejidos es un area multidisciplinaria que aplica los principios
de la ingenieria y de las ciencias de la salud para el desarrollo de estructuras
bioldgicas, con el fin de generar tejidos que permitan restaurar, mantener o
mejorar la funcién del tejido u organo primitivo. Para lograr este fin, la
ingenieria de tejidos debe combinar armoniosamente materiales y
componentes celulares con el objeto de utilizarlos en tratamientos

especificos que garanticen el éxito terapéutico.?

La Ingenieria de Tejidos se basa principalmente en tres componentes

fundamentales:
1) Células

2) Moléculas de senalizacion, inductores o factores de crecimiento

3) Andamios (Figura 1).
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INGENIERIA DE TEJIDOS

ANDAMIOS

(colagena, minerales
0Oseos, sintéticos) |

//ﬁm_écuus DE
SENALIZACION

(factores de
crecimiento, factores
de diferenciacion,
moléculas de
adhesion) 4
y

/

=

Figura 1. Triada de la ingenieria de tejidos

Las células son los componentes fundamentales del tejido, y los tejidos son
la unidad basica de la funcioén en el cuerpo. Generalmente, grupos de células
forman y secretan sus propias estructuras de soporte, llamadas matriz
extracelular. Esta matriz, o andamio, hace mas que solo servir como soporte
para las células; también actia como una estacion repetidora para varias
moléculas de sefializacion. Por consiguiente, las células reciben mensajes de

muchas fuentes que se vuelven disponibles desde el entorno local. *

Cada sefial puede iniciar una cadena de respuestas que determina qué le
sucede a la célula. Al entender como responden las células individuales a las
sefales, cdmo interactuan con su entorno y cOmo se organizan en los tejidos
y organismos, los investigadores han podido manipular estos procesos para
sanar los tejidos dafiados o incluso crear nuevos. El proceso frecuentemente
comienza con la construccion de un andamio a partir de un amplio grupo de
fuentes posibles, desde proteinas hasta polimeros. Una vez que se crean los
andamios, se pueden introducir células con o sin un “coctel” de factores de

crecimiento. Si el entorno es adecuado, se desarrolla un tejido.?
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En algunos casos, las células, los andamios y los factores de crecimiento se
mezclan todos al mismo tiempo, permitiendo que el tejido se “autoensamble”.
Otro método para crear un tejido nuevo utiliza un andamio existente. Las
células de un organo donado se desprenden y el andamio de colageno
restante se usa para crecer un tejido nuevo. Este proceso ha sido utilizado
para la regeneracion de corazoén, higado, pulmén y rifidn. Este enfoque
ofrece grandes esperanzas para utilizar el andamiaje con el tejido humano
descartado durante una cirugia y combinarlo con las propias células de un
paciente para hacer érganos personalizados que no sean rechazados por el

sistema inmunoldgico.’

4.1 CELULAS

El cuerpo humano posee aproximadamente 100 trillones de células, con
aproximadamente 260 diferentes fenotipos que se asocian en el espacio y en

el tiempo para formar los tejidos y los 6rganos.?

Las células mas proximas a una lesion pueden restaurar el dafio por el
denominado mecanismo de diferenciacion. Se entiende por este ultimo, la
posibilidad que tiene una célula de diferenciarse, perder sus caracteristicas

originales y con posterioridad adquirir propiedades nuevas.®

La ingenieria de tejidos del complejo craneofacial emplea células
especializadas que contribuyan a la regeneracion del tejido perdido, por lo
que el conocer la naturaleza y caracteristicas de las mismas es un requisito

indispensable.
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Células del tejido 6seo

El hueso es una forma especializada de tejido conjuntivo que, como otros
tejidos conjuntivos esta compuesto por células y matriz extracelular. La
caracteristica que distingue al tejido 6seo de los otros tejidos conjuntivos es
la mineralizacion de su matriz, que produce un tejido muy duro capaz de
proveer sostén y proteccion. La matriz mineralizadad consiste de fosfato de
calcio en la forma de cristales de hidroxiapatita [Ca1o(PO4)s(OH)2]. En virtud
de su contenido mineral el tejido 6seo sirve también como sitio de depdsito
de calcio y fosfato.*

Los principales componentes organicos estructurales de la matriz 6sea son la
colagena tipo | y, en menor medida, la colagena tipo V. Se han encontrado
también vestigios de otros tipos de colagena, como los tipos Ill, XI y XIlI.
Todas las colagenas constituyen alrededor del 90% del peso total de las
proteinas de la matriz 6sea. La matriz también contiene otras proteinas no
colagenas que forman la sustancia fundamental del tejido éseo. Constituyen
el 10% del peso total de las proteinas de la matriz 6sea, son indispensables
para el desarrollo, el crecimiento, el remodelado y la reparacion del hueso.
Tanto el colageno como los componentes de la sustancia fundamental se

mineralizan para formar el tejido dseo.

Los cuatro grupos principales de proteinas no colagenas que hay en la matriz

osea son:

Macromoléculas de proteoglucanos, que contienen una proteina central
con cantidades diversas de cadenas laterales de glucosaminoglucanos
(GAGs) (hialurano, condroitin sulfato y queratan sulfato) unidos de forma
covalente. Contribuyen a que el tejido 6seo ofrezca resistencia a la
compresion. También tienen a su cargo la fijacion de factores de crecimiento

e inhibirian la mineralizacion.
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Glucoproteinas multiadhesivas, que actuan en la adhesion de las células
Oseas y las fibras colagenas a la sustancia fundamental mineralizada.
Algunas de las mas importantes son la osteonectina (que sirve como
adhesivo entre el colageno y los cristales de hidroxiapatita) y sialoproteinas
como la osteopontina (media la adhesién de las células a la matriz 6sea) y
las sialoproteina 6sea (BSP) (que median la adhesién celular e inician la
formacion de fosfato de calcio durante el proceso de mineralizacion).
Proteinas dependientes de la vitamina K osteoespecificas, que incluyen
la osteocalcina (captura el calcio desde la circulacién y atrae y estimula los
osteoclastos en el remodelado 6seo), la proteina S y la proteina de la
matriz Gla (MGP).*

En el tejido éseo existen cuatro tipos celulares, a saber:

- Células osteoprogenitoras, derivadas de las células troncales

mesenquimales que dan origen a los osteoblastos

- Osteoblastos, células que secretan la matriz extracelular del tejido éseo;
una vez que la célula queda rodeada por la matriz secretada pasa a llamarse

osteocito.

- Osteocitos, en la matriz 6ésea hay espacios llamados lagunas u
osteoplastos, cada uno de los cuales contiene una célula llamada osteocito el
cual extiende una gran cantidad de prolongaciones en tuneles estrechos
denominados canaliculos. Los canaliculos atraviesan la matriz mineralizada
para conectar las lagunas contiguas y permitir el contacto entre las
prolongaciones de osteocitos vecinos. El tejido 6seo depende de los

osteocitos para mantener su viabilidad
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- Osteoclastos, son células de resorcidon Osea presentes en superficies
O0seas en las que le hueso se esta eliminando, remodelando o donde el

hueso ha sido lesionado.*

Las células osteoprogenitoras y los osteoblastos son precursores del
desarrollo de los osteocitos. Los osteoclastos son células fagociticas
resultantes de la fusién de células progenitoras hematopoyéticas de la

meédula ésea que dan origen a los linajes granulocitico neutréfilo y monocito.

Las células 6seas se identifican particularmente bien en el hueso inmaduro

de crecimiento intensivo durante el periodo embrionario. *

Ya que el tejido 6seo presenta gran resistencia, también es propenso a ser
lesionado o destruido facilmente, por esta razon los trabajos de investigacion

sobre la reparacion de defectos dseos comenzaron hace varios siglos.®

En Odontologia, los defectos 6seos son afecciones que oscilan desde
recesiones que miden milimetros hasta la reseccion completa de la
mandibula, y que son tratadas, por ejemplo, con hueso liofilizado,
membranas o bien protesis metalicas, que en la mayoria de los casos

devuelven la funcién de manera limitada.?

Células del tejido cartilaginoso

El tejido cartilaginoso es un tejido avascular compuesto por condrocitos y una
matriz extracelular abundante. Mas del 95% del volumen del cartilago
corresponde a matriz extracelular, que es un elemento funcional de ese
tejido. Los condrocitos son escasos pero indispensables para la produccion y
el mantenimiento de la matriz. La matriz es sdlida y firme aunque un poco

maleable, lo que le imparte cierta elasticidad. Como no hay una red vascular
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dentro del tejido, la composicion de la matriz extracelular es decisiva para la
supervivencia de los condrocitos. La gran  proporcion  de
glucosaminoglucanos con respecto a la colagena de tipo Il en la matriz
cartilaginosa permite la difusién de sustancias entre los vasos sanguineos
del tejido conjuntivo circundante y los condrocitos dispersos, con lo que se
mantiene la viabilidad del tejido. La presencia de una gran cantidad de
aglomeraciones de proteoglucanos en la matriz cartilaginosa para soportar
peso, en especial en los puntos de movimiento constante, como las

articulaciones sinoviales.*
Segun las caracteristicas de la matriz el tejido cartilaginoso se divide en tres
tipos que difieren en cuanto a su aspecto y sus propiedades mecanicas:

+ Cartilago hialino, caracterizado por una matriz que contiene fibras

colagenas de tipo Il, GAG, proteoglucanos y proteinas multiadhesivas.

+ Cartilago elastico, caracterizado por fibras elasticas y laminas elasticas

ademas del material de matriz del cartilago hialino.

+ Cartilago fibroso, caracterizado por una abundancia de fibras colagenas de

tipo | ademas del material de matriz del cartilago hialino.

En el cuadro, (Figura 2) se ofrece una lista de las caracteristicas, las

funciones y las ubicaciones de cada tipo de tejido cartilaginoso.*
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Resena de las caracteristicas de los tipos de tejido cartilaginoso.

Caracteristicas

Cartilago hialino

Cartilago elastico

Cartilago fibroso

i

J

f

Ubicacion

Tejido esquelético fetal, discos
epifisarios, superficie articular de las
diartrosis, cartilagos costales,
cartilagos de las cavidades nasales,
laringe (tiroides, cricoides y
aritenoides), anillos traqueales, placas
cartilaginosas bronquiales.

Pabellén auricular,
conducto auditivo
externo, trompa de
Eustaquio, algunos
cartilagos laringeos,
(epiglotis, corniculados
y cuneiformes)

Discos intervertebrales, sinfisis
pubiana, discos articulares
(articulaciones esternoclavicular
y temporomandibular), meniscos
(articulacion de la rodilla),
complejo fibrocartilaginoso
triangular (articulacion de la

mufieca), inserciones tendinosas

Funcion

Resistente a la compresion, provee
amortiguacion, superficie lisa y de
baja friccion para las articulaciones,
sostén estructural en el aparato
respiratorio (laringe, traquea,
bronquios), constituye el fundamento
del desarrollo del esqueleto fetal, la
osificacion endocondral y el

crecimiento de los huesos largos

Proveen sostén flexible

Resiste la deformacion por

fuerzas externas

Presencia de

pericondrio

Si, (excepto en el cartilago articular y

en los discos epifisiarios)

Si

No

Calcificacion

Si, (p. ej.,durante la osificacion

endocondral)

No

Si (p.ej., calcificacion del callo
fibrocartilaginoso durante la
reparacion 6sea)

Tipos celulares

Condroblastos, condrocitos

Condroblastos,

condrocitos

Condrocitos, fibroblastos

Componentes tipicos
de la matriz

extracelular

Fibrillas de colagena de tipo I,
agrecano (el proteoglucano mas
importante)

Fibrillas de colagena de
tipo Il y fibras elasticas,

agrecano

Fibras de colagena de los tipos |
y I, versicano (proteoglucano
secretado por los fibroblastos)

Figura 2. Caracteristicas del tejido cartilaginoso*

El proceso de desarrollo del cartilago, comienza cuando se aglomeran

células mesenquimales condroprogenitoras y forman un cumulo celular

redondeado y denso. La mayor parte del cartilago tiene su origen en cumulos

de ectomesénquima derivado de células de la cresta neural. 4
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Conocido como nédulo condrégeno, un cumulo de células mesenquimales o
ectomesenquimales sefala el sitio de formacion del cartilago hialino. La
expresion del factor de transcripcion SOX-9 desencadena la diferenciacion
de estas células en condroblastos, los que se van separando
progresivamente conforme depositan matriz a su alrededor. Una vez que el
material de matriz los ha rodeado por completo reciben el nombre de

condrocitos.”
En el tejido cartilaginoso existen tres tipos celulares:

- Células condrogénicas, son células que derivan de las células
mesenquimales y dan origen a los condroblastos. Son células secretoras
por excelencia y producen activamente la matriz extracelular (MEC) del
cartilago.

- Condroblastos, son células de morfologia redondeada, metabdlicamente
activas, que contienen un gran nucleo con nucleolos prominentes. El
citoplasma presenta un caracter basofilo con abundantes organelos
implicados en la sintesis de proteinas.

- Condrocitos, a medida que los condroblastos van segregando matriz
extracelular, los condroblastos se transforman en condrocitos, los cuales
quedan alojados en uno espacio o lagunas denominadas condroplasmas
o condroceles. Son células mas pequenas que los condroblastos y con

escasa actividad metabdlica.®

El tejido cartilaginoso tiene su origen en el mesénquima. El parentesco de las
células cartilaginosas con los fibroblastos se comprueba en experimentos
con cultivos celulares, que muestran que segun las condiciones fisicas o

quimicas del cultivo pueden formarse células cartilaginosas o fibroblastos.®
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Fibroblastos

Los fibroblastos tienen a su cargo la sintesis de las fibras colagenas,
reticulares, elasticas y los carbohidratos complejos de la sustancia
fundamental. La investigacién indica que un solo fibroblasto es capaz de
producir todos los componentes de matriz extracelular. Los fibroblastos se

ubican muy cerca de las fibras colagenas. *

Los fibroblastos presentes en algunos sitios constituyen una poblacion
replicativa de células que tienen una relacion fisica particularmente intima
con el epitelio en la renovacion y en la diferenciacién normal en el organismo

adulto.*

Cabe destacar que los fibroblastos pueden adquirir formas distintas en
organos diferentes. Estas formas, junto con sus funciones generales,

cumplen con las tareas especiales especificas de los 6rganos.*

En términos generales, las células que participan en la construccion de un
nuevo tejido, deben tener capacidad reproductiva; esto es, células en ciclo
celular que no hayan entrado todavia en el proceso de diferenciacion
terminal. Se trata por lo tanto de células madre capaces de dar origen a

células hijas mas diferenciadas.*

Ciertas células del tejido conjuntivo laxo del adulto retienen la potencialidad
multiple de las células mesenquimales embrionarias. Estas células, llamadas
células troncales mesenquimales, dan origen a células diferenciadas que
actuan en la reparacion y la formacion de tejido nuevo. Son aquellas células
que poseen la capacidad de auto-renovarse sin limite, y que son capaces de

originar células hijas destinadas a la diferenciacion terminal.*
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Se debe identificar y aislar una linea celular, que sea facil de multiplicar y
por lo tanto satisfaga la demanda existente. La naturaleza y las
caracteristicas de las lineas celulares pueden ser variadas, pudiendo
emplearse desde células autdlogas hasta aloinjertos o xenoinjertos. Sin duda
alguna, la administracion de células autdlogas es la mas adecuada ya que
evita el riesgo de rechazo inmunoldgico, pero en muchos casos resulta
imposible obtener estas células del propio paciente. Por esta razdén, se
estudia el empleo de tejidos que procedan de otros individuos u otras
especies, para lo cual se requiere reducir al maximo la antigenicidad de los
mismos y extremar las medidas de bioseguridad que eviten infecciones o

zoonosis.’

4.1.1 CELULAS TRONCALES

Las células troncales son aquellas células dotadas simultaneamente de la
capacidad de autorrenovacidén es decir, producir mas ceélulas troncales y
originar células hijas comprometidas en determinadas rutas del desarrollo,
que se convertiran finalmente por diferenciacién hacia linajes celulares con
caracteristicas y funciones especializadas. En el contexto de la actual
investigacion, se pretende obtener células troncales que se mantengan como
tales en cultivo en el laboratorio, y que bajo determinados estimulos puedan

conducir a poblaciones de células diferenciadas.’

Las células madre o troncales, presentan dos notables propiedades:
pluripotencia y capacidad de contribuir a la linea germinal. La Pluripotencia
hace referencia a la capacidad que tiene las células madre de diferenciarse

in vivo e in vitro en una gran diversidad de tipos celulares. ’
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Es decir, estas células se pueden clasificar de dos maneras:

- Segun el tejido de origen; en células madre embrionarias o adultas.

- Segun su potencial de diferenciacion hacia diversos linajes celulares
tomando en cuenta el desarrollo embrionario, en; totipotenciales,

pluripotenciales, multipotenciales y unipotenciales.8

Las células totipotentes son aquellas capaces de dar origen a un organismo

completo y a un tejido extraembrionario.

Las células troncales pluripotentes producen células derivadas de
cualquiera de las tres capas embrionarias, mesodermo, endodermo y

ectodermo.

Las células multipotentes generan todos los tipos celulares derivados de
una sola capa embrionaria. Entre este tipo de células se encuentran las

células madre neuronales, hematopoyéticas y mesenquimales.

Por ultimo, las células troncales con un menor potencial para diferenciarse
son conocidas como unipotentes. Un ejemplo de éstas son las células
madre epidérmicas encontradas en la capa basal de la piel y que unicamente

producen escamas queratinizadas.®

Desde 1998, es factible la obtencion de células madre humanas, asi como de
las posibles aplicaciones de estas en el disefio de nuevos medicamentos.

El uso que mas ha llamado la atencion, es el empleo de las células troncales
para terapias celulares o incluso la ingenieria de tejidos.’

Actualmente se pueden obtener células madre a partir de higado fetal,
sangre de cordon umbilical, médula 6sea, ligamento periodontal, dientes

deciduos, terceros molares (Figura 3) y del tejido adiposo.’
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Figura 3. Células troncales de pulpa dental de terceros molares.’

Las células troncales pueden ser de dos tipos: El primero, las células madre
hematopoyéticas, que da origen a la linea de células sanguineas e inmunes.
Y el segundo, las células madre mesenquimales (MSC), se diferencian in
vitro e in vivo en derivados de los tres linajes embrionarios: endodermo,
ectodermo y mesodermo, constituyendo una poblacion totalmente diferente
de las células madre hematopoyéticas, su papel es contribuir a la
regeneracion de los tejidos mesenquimaticos (hueso, cartilago, musculo,
ligamento, tendon, tejido adiposo, estroma, etc).

Se han aislado y cultivado MSC humanas, (Figura 4) y se ha logrado su
diferenciacion controlada hasta células con rasgos tipicos de osteocitos,

condorcitos, adipocitos.’

Figura 4. Cultivo de células troncales "
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Aun cuando también existe la posibilidad de obtener células troncales de
algunos tejidos adultos, éstas son mucho mas escasas y muestran menos

plasticidad que las embrionarias (Figura 5).™

Las células mesenquimales de la pulpa dental representan una alternativa
bastante atractiva para este fin dado que poseen ventajas de ser células
altamente proliferativas, de facil manipulacion in vitro y de forma importante
son células que se pueden aislar con un minimo de invasividad sobre el

paciente.®

Trasplante

Diferenciacion

Reparacion de
Factores reprogramadores las células iPS

R

Reprogramacion
epigenetica

Células iPS

Figura 5. Esquema de la generacion de células iPS y su posible aplicacion terapéutica.'

La tecnologia con células troncales (tanto embrionarias como adultas) ofrece
multiples aplicaciones terapéuticas que van desde la creacién de islotes
pancreaticos, sangre y valvulas cardiacas hasta la construccion de cartilagos

nasales o sustitutos de érganos como la vejiga urinaria.’

Las células troncales pluripotentes son células con la capacidad de derivar
todos los tipos celulares del organismo adulto. Los conflictos bioéticos
aunado a la complejidad de su control proliferativo o la formacién de

teratomas han retrasado la investigacion sobre las células troncales
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embrionarias y su posible aplicacién clinica. Sin embargo, el descubrimiento
de Shinya Yamanaka con la generacion de células troncales pluripotentes
inducidas (iPS) a partir de células diferenciadas por procesos de
reprogramacion, permitio evadir los problemas bioéticos y desarrollar lineas
de células iPS capaces de derivar todos los tejidos del organismo adulto tal

como lo hacen las células troncales embrionarias.’

4.1.2 iPS

En 2006, Shinya Yamanaka encontré6 una nueva manera de “reprogramar”
células especializadas adultas para convertirlas en células madre. Las iPSC,
(induced pluripotent stem cells) son células adultas reprogramadas
genéticamente para funcionar como células troncales embrionarias (CTE)
capaces de convertirse, en teoria cuando menos, en cualquier célula y tejido
del organismo."’

Esta capacidad es la que se busca utilizar en la llamada “ingenieria de
tejidos” para trasplantar con fines de curacién, tejidos fabricados en el
laboratorio a pacientes con diversos padecimientos degenerativos.

El problema de las CTE, esta en que las fuentes mas comunes para
obtenerlas son:

* Embriones sobrantes de esfuerzos de fertilizacién asistida.

* Embriones fabricados para este propdsito mediante transferencia nuclear,
que consiste en introducir a un ovulo enucleado el nucleo de una célula
somatica y cultivarlos unos dias para obtener una estructura muy similar al
blastocisto (embrion de seis dias, en el humano) de cuyo interior se pueden
obtener alrededor de 150 CTEs.™®

Al contrario de las células madres embrionarias, obtener células iPS no

depende del uso de células de un embridn temprano. Existen diferencias ya
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que, investigaciones recientes indican que algunos de los genes en las
células iPS se comportan de manera diferente a aquellos que encontramos
en las células madre embrionarias. Esto se debe a la reprogramacion
incompleta de las células y/o a los cambios genéticos adquiridos por las
células iPS cuando crecen y se multiplican.™

La reprogramacion celular tiene un gran potencial para el desarrollo de
nuevas aplicaciones médicas, como las terapias de reemplazamiento celular.
Como las células iPS provienen del propio paciente, pueden ser usadas para
cultivar células especializadas que son completamente compatibles con el
paciente y que no seran rechazadas por el sistema inmune. Si el paciente
tiene una enfermedad genética, el problema genético puede ser corregido en
sus ceélulas iPS en el laboratorio, y utilizarse para producir una remesa de
células especializadas sanas especificas de paciente para trasplante. Pero
su beneficio es solo tedrico por ahora.™

Hasta hace poco, generar células iPS implicaba cambios genéticos
permanentes en el interior celular, lo que podia causar la formacion de
tumores. Son necesarias investigaciones mas exhaustivas para el completo
entendimiento de cémo funciona la reprogramacion celular y como las
células iPS pueden ser controladas y producidas de la forma mas consistente
posible para alcanzar los requerimientos de seguridad y alta calidad para su

uso en la clinica.™

Las células madre, presentan diversos patrones de diferenciaciéon: Pueden
ser por sefales externas e internas: multiples mecanismos de
retroalimentaciéon y de interacciones reciprocas entre células. Aqui la
investigacion basica esta esclareciendo las moléculas de sefalizacién que se
envian unas células a otras, ponen en marcha una serie de factores para
activar genes, cuyos productos ejercen una serie de efectos en las células

llevandolas hacia a la diferenciacién. Por lo tanto, la célula puede cambiar su
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patrén de expresion, lo que en determinados casos significa un paso mas en

su ruta de proliferacion o diferenciacion.

4.2 MOLECULAS DE SENALIZACION

La mayor parte de la informacion sobre moléculas de senalizacion que se
utiliza en la Ingenieria de tejidos, procede de estudios realizados in vitro

sobre los que se han aplicado distintos factores solubles.?

La ingenieria de tejidos se ha basado en la investigacion de los mecanismos
que regulan la morfo-diferenciaciéon del embridén. Dichos hallazgos han
permitido conocer cuales son las moléculas de sefializacién que inducen la
diferenciacion celular y establecen las propiedades fenotipicas de las células
y los tejidos en los seres vivos. Estas moléculas incluyen a los factores de
crecimiento, secuencias peptidicas especificas y proteinas de liberacion

controlada. ?

Estas moléculas de sefalizacion son producidas por una ceélula para actuar
sobre otras células mediante receptores especificos que regulan la expresion
génica para inducir la diferenciacién celular. Las moléculas que han
demostrado participar mas activamente en el desarrollo de las estructuras
craneofaciales son el factor de crecimiento fibroblastico (FGF) y las proteinas

morfogenéticas de hueso (BMP). 2

Para poder imitar un tejido nativo se debe crear un molde que simula la
matriz del tejido que se requiere regenerar, aqui las células responden al
medioambiente extracelular detectando sefiales quimicas o estimulos fisicos

que desencadenan la apropiada respuesta de las mismas mediante la
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activacion de distintos mecanismos moleculares y biolégicos que conducen a
divisidon, migracion, diferenciacion, mantenimiento del fenotipo o apoptosis.

La participacion de estas sustancias en la construccion de nuevos tejidos es
fundamental pues contribuyen a su crecimiento y desarrollo al igual que

ocurre en condiciones ortotl'picas.2

El mecanismo por el cual pueden introducirse en el nuevo tejido con ciertas
garantias, aparte de su inyeccion por via directa, que conduce a una rapida
eliminacién debido a la corta vida de los mismos, es su incorporacion en los
biomateriales de soporte, o que permite una exposicion y liberacion
prolongada de dichos factores, controlable por la tasa de difusion de los

mismos o por la degradacion del polimero.?

4.2.1 FACTORES DE CRECIMIENTO

Se definen como un tipo de mediadores bioldgicos que regulan
acontecimientos claves de reparacion de tejido; estos acontecimientos son
proliferacion celular, quimiotaxis (migracion celular dirigida), diferenciacion

celular y sintesis de matriz extracelular.’

Cada factor de crecimiento tiene una o varias actividades concretas
fundamentales, y sus acciones especificas en una célula concreta
dependeran de las circunstancias concretas del entorno celular. Para
transmitir una sefal concreta, una vez liberados de la célula que los fabrica,
deben interaccionar con su receptor correspondiente. Estos receptores son
unas proteinas que se encuentran en la membrana celular. La union de los
factores de crecimiento (FGs) a sus receptores especificos es lo que
desencadena las acciones biologicas, convirtiendo este acontecimiento

extracelular (la union del ligado al receptor) en un acontecimiento intracelular;
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se transmite un estimulo al interior de la célula, donde se amplifica esta sefial
y se encauza de forma especifica. La amplificacion de esta sefal implica un

amplio espectro de enzimas con funciones especializadas.®

Algunos factores de crecimiento se reconocen como multifuncionales; estos
pueden por un lado estimular la proliferacién de ciertos tipos celulares, y por
otro lado inhibir la proliferacion de otros y ademas causar efectos no

relacionados con la proliferacion en otro tipo de células.

PDGEF: factor de crecimiento derivado de plaquetas (platelet derived growth
factor).

VEGEF: factor de crecimiento vascular endotelial (vascula endotelial growth
factor).

TGF-B: factor de crecimiento transformado tipo B. (transformed growth
factor).

AFGF y bFGF: factores de crecimiento fibroblastico acido y basico (acidic
and basic fibroblastic growth factors).

IGF-I y IGF-II: factores de crecimiento insulinico tipo | y Il (insulin like growth
factors).

EGF: factor de crecimiento epidérmico (epidermal growth factor).”
Ademas de estos factores de crecimiento existe una superfamilia de
proteinas también implicadas en la sefalizacion celular del tejido déseo

denominadas proteinas morfogenéticas BMPs. *

Su existencia se descubrié al observar que ciertos tejidos parecian tener una

sustancia osteogénica que inducia la formacién de hueso nuevo.
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Urist (1965) mostré que el hueso desmineralizado en acido clorhidrico,
liofilizado e implantado en lugares ectdpicos, inducia la formacion ésea. Este
fenobmeno se ha denominado principio de induccion o6sea. La matriz
desmineralizada del hueso implantado se sustituya por nueva matriz 6sea y
se mineraliza, produciéndose hueso reticulado que evoluciona a hueso
cortical.se identificaron un grupo de proteinas no colagenas en la matriz
desmineralizada que eran las responsables de este fendmeno; se
denominaron BMPs y fueron consideradas las responsables del principio de
induccion 6sea. Muchos GFs se han anadido a la superfamilia de las BMPs
basandose en la homologia de su secuencia de aminoacidos, como es el
caso de la familia de proteinas TGFB (TGFB 1 hasta B5).°

La regeneracion periodontal se ha enfocado en el factor de crecimiento

derivado de plaquetas y el factor de crecimiento fibroblastico basico 2. °
Principales factores de crecimiento, su actividad y utilidad en odontologia.

(BMP) Proteina morfogenética. Inducen a la diferenciaciéon osteoblastica y
mineralizacién del hueso. Puede ser utilizada para sintetizar células troncales
y secretar matriz mineral.

(CSF) Factor estimulante de colonias. CFS como las citoquinas que
estimulan la proliferacion especifica de células madre pluripotencial éseas.
Pueden ser usadas para incrementar el numero de células troncales .

(EGF) Factor de crecimiento epidermal. Promueve la proliferacién de
células mesenquimales y epiteliales. Pueden ser usadas para incrementar el
numero de células troncales .

(FGF) Factor de crecimiento fibroblastico. Promueve la proliferacion de
muchas células. Pueden ser usadas para incrementar el nimero de células

troncales.
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(PDGF) Factor de crecimiento derivado de las plaquetas. Promueve la
proliferacion del tejido conectivo y células del musculo liso. Pueden ser
usadas para incrementar el numero de células troncales.

(TGF Beta) Factor de crecimiento transformante beta. Promotor
antiinflamatorio, promueve la reparacion, inhibe la proliferacion de
macrofagos y leucocitos. Esta presente en la matriz de la dentina y ha sido

usada para promover la mineralizacion del tejido pulpar.’

4.2.2 PROTEINAS BMPs

Las proteinas morfogénicas 6seas o BMPs, son un grupo de glucoproteinas
regualdoras las cuales son miembros de la superfamilia de los factores
transformantes de crecimiento (TGFs), a la cual pertenecen TGF-B, las

inhibinas y las activinas. *

Estas proteinas participan en gran cantidad de respuestas bioldégicas como
crecimiento celular, apoptosis o muerte celular y estimulan principalmente la
diferenciacion mesenquimal de las células madre en condroblastos y
osteoblastos. Uno de los miembros de la familia BMP es BMP-4, esta
proteina se expresa en el mesodermo. En humanos, las BMPs se expresan
en medula ésea adulta y son esenciales en la remodelacion del hueso vy el
crecimiento. Se ha demostrado que BMP-4 juega un papel importante en el
crecimiento, diferenciacién y capacidad de repoblar de las células madre
hematopoyéticas (CMHs) del fenotipo CD34+CD38-Lin- mientras que altas
concentraciones de BMP-2 y BMP-7 actuan de forma similar al TGF-j,
inhibiendo la proliferacion de estas células. En el campo de la regeneracién
periodontal, la investigacion se ha enfocado en la proteina morfogénica ésea
2 (OP-2), en la proteina morfogénica 6sea 3 (osteogenina) y en la proteina

morfogénica 6sea 7 (OP-1).*
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Las BMPs son criticas para el desarrollo embrionario y la homeostasis del
tejido en organismos adultos. Por otra parte, la mutacion o eliminacion de sus
componentes origina patologias como la hipertension arterial pulmonar, la
telangectasia hemorragica hereditaria, la fibroplasia osificante progresiva, asi

como anomalias esqueléticas y algunos tipos de cancer."?

4.2.3 PEPTIDOS Y PROTEINAS

Los aminoacidos se unen covalentemente a través de enlaces peptidicos,
dando lugar a moléculas conocidas como péptidos y proteinas. En general
los péptidos tienen un peso molecular inferior a 10 KDa, mientras que en las
proteinas es superior a ese valor.™

La unién de dos o0 mas aminoacidos, mediante enlaces amida, origina a los
péptidos. El enlace peptidico es rigido debido a un fendmeno de resonancia
y los seis atomos implicados se sittan en un mismo plano.™

Los péptidos funcionales o bioactivos son moléculas que se definen como
secuencias de aminoacidos inactivos en el interior de la proteina precursora,
que ejercen determinadas actividades bioldgicas tras su liberacion mediante
hidrdlisis quimica o enzimatica.

Algunos de ellos tienen una funcion enzimatica y participan en la regulacién
homeostatica del organismo, al igual que los aminoacidos y proteinas son

biomoléculas con un caracter anfotero. ™

Una avenida emergente de la ingenieria de tejidos es el uso de péptidos de
autoensamblaje (SAP) en conjuncién con células troncales para mejorar la
reparacion de los tejidos danados. La secuencia especifica de péptido,

propiedades mecanicas, y las sefales nanotopograficas varian ampliamente
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entre los distintos programas de ajuste estructural, muchos de los que se han

utilizado para la regeneracion de tejidos similares. 14

Clasificacion de los péptidos

Péptidos antimicrobianos. Los péptidos bioactivos con actividad
antimicrobiana ejercen un efecto inhibidor sobre los microorganismos de
destino también mediante la interaccién con los componentes intracelulares
anionicos como el ADN y el ARN,lo que inhibe la sintesis de proteinas y la

division celular de los microorganismos.'®

Peptidos inmunoreguladores. Los péptidos inmunomoduladores son
liberados de las proteinas que los contienen de manera natural durante el
proceso de la digestion en el tracto gastrointestinal, lo que afecta a la

respuesta inmunoldgica y a la funcién celular en el mismo.™

Péptidos con actividad opiacea. Los péptidos con actividad opiacea,
también llamados exorfinas, se definen como péptidos que presentan
afinidad por receptores opiaceos y actuan, mediante la unién a receptores,
como moduladores exdgenos de la motilidad intestinal, de la permeabilidad

epitelial y de la liberacién de hormonas.™®

Péptidos con actividad antioxidante. Los antioxidantes no sélo son
importantes en la prevencion de la oxidacion en los alimentos, sino también a
nivel fisiolégico. Los radicales libres son unas moléculas que estan en
continua formacioén en las células y que son neutralizados de manera natural
por las defensas antioxidantes del organismo. Sin embargo, existen factores

que producen un desequilibrio en el numero de radicales libres, y un exceso
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de éstos puede dar lugar a un envejecimiento celular o al desarrollo de

enfermedades.®

Péptidos con actividad antihipercolesterolémica La hiperlipidemia, en
especial la hipercolesterolemia, es uno de los mas importantes factores de
riesgo que contribuyen al desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

Este efecto hipocolesterolemiante de los péptidos bioactivos se atribuye a
dos acciones de los mismos:

* Los péptidos bioactivos inhiben la absorcion del colesterol, posiblemente
debido a la represidn de la solubilidad micelar del colesterol.

* Algunos péptidos pueden regular al alza, los receptores que estan
cronicamente suprimidos por la hipercolesterolemia o administracion de

colesterol de la dieta.”

Péptidos con actividad antihipertensiva. EIl mecanismo antihipertensivo
mas estudiado como actividad de los péptidos bioactivos es la inhibicién de
la actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). La ECA es una
enzima que cataliza la conversiéon de la angiotensina | (decapéptido) en
angiotensina Il (octapéptido). La angiotensina Il es un compuesto de elevada

potencia vasoconstrictora.'®

4.2.4 INTERLUCINAS

Conjunto de citocinas (proteinas que actian como mensajeros quimicos a
corta distancia) de bajo peso molecular, mediadoras del crecimiento celular,
inflamacion, inmunidad, diferenciacién y reparacién. Son sintetizadas
principalmente por los leucocitos, aunque en algunos casos también pueden

intervenir células endoteliales o del estroma del timo o de la médula 6sea.®
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Su principal funcién es regular los eventos que atafien a las funciones de
estas poblaciones de células del sistema inmunitario, como la activacion,
diferenciacién o proliferacion, la secrecidn de anticuerpos, la quimiotaxis,
regulacion de otras citocinas y factores, entre otras. Son proteinas solubles
de bajo peso molecular que ejecutan multiples funciones vinculadas al

crecimiento celular, inmunidad, diferenciacion tisular, inflamacion.®

Ademas de las células del sistema inmunitario, estas citocinas son
producidas por diferentes tipos celulares durante la activacion de la
inmunidad innata y adquirida. Son el principal medio de comunicacién
intracelular ante una invasiéon microbiana. La liberacién de citocinas también
es inducida por pequefios péptidos liberados.>

Las citocinas sirven para iniciar la respuesta inflamatoria, y para definir la
magnitud y naturaleza de la respuesta inmunitaria especifica. Se conocen en
la actualidad no menos de 33 interleucinas, las cuales difieren entre si tanto
desde el punto de vista quimico como del biolégico. Mientras algunas de
ellas (IL-4, IL-10, IL-11) presentan esencialmente efectos favorables, otras
(IL-1, IL-6, IL-8), paralelamente a su funcion defensiva, pueden también ser
deletéreas para el organismo.'®

La IL-6 sirve como factor de crecimiento para las células B activadas, en la
fase tardia de su diferenciacion.?

Las fuerzas mecanicas continuas, dan Iugar a movimientos vy
desplazamientos de los fluidos tisulares en el ligamento periodontal. En
primer lugar origina, una distorsién gradual de la matriz extracelular y de las
células, lo que altera la actividad de los canales ionicos y la polaridad de las
membranas de las distintas células de la region. Como consecuencia de ello,
las terminaciones nerviosas del ligamento periodontal liberan sustancias

polipéptido intestinal y vasoactivo (VIP y P)que incrementan la permeabilidad
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capilar y favorecen la extravasacion de leucocitos y la secrecion de citosinas
y factores de crecimiento como IL-1, IL-6, TNF-a o INF-B, que estimulan la
remodelacion 6sea.’

El fibroblasto del ligamento periodontal presenta, dos receptores de
superficie muy caracteristicos: el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y la
IL-1. El incremento de la IL-1 estimula la actividad sintética del fibroblasto
que, entre otras sustancias produce colagenasa e IL-6. Esta ultima sustancia

estimula de forma significativa la actividad osteoclastica

4.3 MATRIZ EXTRACELULAR

Las células normales en los tejidos humanos, a excepcion de las células de
la sangre, residen y dependen de la adhesion de una matriz sdlida llamada

matriz extracelular (MEC).™®

La MEC se puede dividir en dos componentes desde el punto de vista

funcional: Sustancia fundamental amorfa y fibras el tejido conjuntivo.

Sustancia fundamental amorfa.

Es un gel bien hidratado que crea un espacio para el transporte de
metabolitos, sustancias nutritivas y productos de degradacién y que debido a
su gran contenido de agua en los preparados para la microscopia Optica
aparece clara y no estructurada (“amorfa”). Sus principales componentes
moleculares son el hialurano, los proteoglucanos y diversas glucoproteinas.
El hialurano es una molécula de glucosaminoglucano libre, sin unién a una

proteina central.
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Los proteoglucanos, al igual que el hialurano, son sintetizados y secretados
por los fibroblastos. Estan compuestos por una proteina central que tiene
muchas cadenas laterales largas de glucosaminoglucanos (GAG). Los GAG
tipicos son el condroitin sulfato, el dermatan sulfato y el heparan sulfato y el
hialurano.

Los Proteoglucanos mas difundidos son; el agrecano, decorin, biglicano,
fibromodulina, sindecano.™

El agrecano es el proteoglucano principal del cartilago. El decorin, el
biglicano y la fiboromodulina son proteoglucanos mas pequefos, se unen a las
fibrillas colagenas. El sindecano es un componente de las membranas
celulares, fija factores de crecimiento, entre otros, y cumple una funcién en la
transduccion de sefiales y en la migracion de las células a lo largo de las
fibrillas coléganas. Entre las glucoproteinas mas importantes de la sustancia
fundamental figuran el nidégeno, la laminina y la fibronectina; en el hueso
son particularmente importantes la osteonectina, la osteocalcina y la
osteopontina, entre otras. La union de estas proteinas a la célula con
frecuencia esta mediada por integrinas, que son proteinas de la membrana

con funcién de receptor.’

La fibronectina es una proteina dimérica cuyos dos componentes individuales
idénticos estan unidos por medio de puentes disulfuro. Hay dos formas de
fibronectina: la fibronectina plasmatica y la llamada fibronectina fibrilar. La
primera se sintetiza en el higado y se encuentra disuelta en el plasma,
interviene entre otras cosas, en la coagulacion de la sangre y en la curacién
de las heridas. La fibronectina fibrilar es sintetizada por los fibroblastos
maduros. Varias moléculas se unen para formar estructuras fibrilares

delgadas en las superficies celulares o en la matriz (Figura 5)."°
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Figura 5. Microscopia electrénica de la matriz extracelular (Las cintas largas son fibras de colageno) "

La osteonectina, la osteocalcina y la orteopontina son componentes de la
matriz 6sea no colagena que se cree desempefian un papel en la

desmineralizacién y en la unién de la fase mineral a la matriz.™

Fibras del tejido conjuntivo

Las fibras del tejido conjuntivo son los elementos estructurales de este tejido.
Los dos tipos fundamentales de fibras del tejido conjuntivo son:

- Fibras colagenas, incluidas las fibras reticulares

Las fibras colagenas son resistentes a la traccion y apenas distensibles de
modo que constituyen un material ideal para los ligamentos, las fascias, los
tendones, la esclerdtica, la dermis y la estroma de los 6rganos. Ademas son
componentes importantes del hueso, la dentina y el cartilago. Las fibras
estdn compuestas por moléculas de coldgena que sonproducidas por
fibroblastos y en el espacio extracelular en una especie de proceso de
autoensamblaje se asocian en fibrillas, o como en el caso de la colagena tipo
IV, en una red bidimensional de filamentos delgados. En los adultos tienen
un recambio (formacion, crecimiento y degradacion) lento.

Las fibras reticulares (fibras de retuculina) son fibras ramificadas, unidas en
forma de red, compuestas por colageno tipo lll. Las fibras relativamente
delgadas estan compuestas por haces de fibrillas de distribucion extensa.
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Las fibrillas colagenas de las fibras reticulares son mas delgadas que las de

las fibrillas de tipo 1.1

- Fibras elasticas

Las fibras elasticas son extensibles y, en consecuencia, tiene las
caracteristicas de la goma. Forman sobre todo redes irregulares o
estructuras laminares perforadas. Los ligamentos elasticos son infrecuentes
en los seres humanos y solo aparecen en la regidn de la columna vertebral.
Las fibras elasticas siempre estan asociadas con las fibras colagenas no

elasticas las cuales limitan su extensibilidad. '

La tabla a continuacién enumera las caracteristicas de los 12 tipos mas comunes de
fibrillas de colagena.

. SiMBOLO (S) DETALLES -
TIPO COMPOSICION DE LA CADENA |~ oe " ~F ESTRUCTURALES LOCALIZACION
COL1AT1, 300nm, 67nm piel, tendon,
: [ (D12fa(h] COL1A2 |fibrillas en banda |  hueso, etc.
Il [a1(]3 COL2A1 300nm, pequenas| cartilago, humor

67nm fibrillas vitreo

300nm, pequefias piel, musculo,

1] [a1(11H]3 COL3A1 67nm fibrillas frecuentemente
con tipo |
390nm dominio -
COL4A1 por toda la lamina
v [a1(1V)2[a2(IV)] globular C-
COL4AG terminal, no fibrilar basal
COL5A, SQOIZE‘U?;",‘\I'T'O Mayoria de tejido
Vv [a1(V)][[o2(V)][a3(V)] COL5A2, te?minal fibras intersticial, assoc.
COL5A3 ™ con tipo |
pequenas
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150nm, N+C term.
COLGAT, '?oobfl'g'r‘;z Mayoria de tejido
Vi [a1(VD][a2(VD][a3(VI1)] COLB6A2, 9 fibrill ’ intersticial, assoc.
COLBA3 |, microtionias, con tipo |
100nm fibrillas en
banda
VIl [a1(VI]3 COL7A1 450nm, dimero epitelio
COLB8AT1, algunas células
vii [o (VI3 COL8A2 endoteliales
COL9AT, 2%%?;&;{{?_2!:::10 cartilago, assoc
IX [l (IX)][e2(IX)][@3(IX)] | cOL9A2, |9 doa Cor? o ll
COL8A3 proteoglicano
150nm, dominio cartilago
X [a1(X)13 COL10A1 ’ hipertréfico y
globular C-term. ! .
mineralizante
COL11A1, 300nm, fibras .
Xl [a1(XD][a2(XD][a3(XI)] COL11A2 pequedias cartilago
Xil at (XII) COL12A1 '”teracfuyal con fipo

Figura 6. Tipos de colagena’

Dentro de las moléculas funcionales en la MEC estan los factores de
crecimiento incluyendo el de crecimiento vascular endotelial (VEGF), los
miembros de la familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el
factor de crecimiento derivado del estroma (SDF-1), el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), el factor de crecimiento beta-transformador (TGF-(3), el
factor de crecimiento de queratinocitos (KGF), el factor de crecimiento de
hepatocito (HGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), y

las proteinas morfogenéticas dseas (BMP)."
El tipo y cantidad exactos de cada componente dentro de la MEC son

dependientes y estan relacionados con los requerimientos especificos de

cada tejido."’
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Es importante entender los mecanismos de adhesion célula-matriz
extracelular, y los componentes que intervienen en estos, ya que son un
agente crucial en la regeneracion tisular. En la gran mayoria de los
organismos pluricelulares, las células se organizan en conjuntos
cooperativos llamados tejidos, que a su vez, se asocian formando grandes
unidades funcionales denominadas 6rganos.

Las células contactan, generalmente, con una compleja red de macro-
moléculas secretadas, denominada matriz extracelular. Esta participa en el
mantenimiento de la estructura tisular y en los animales posee una
organizacion reticular mediante la cual las células integrantes de un tejido
también se mantienen en su lugar por medio de adhesiones intercelulares
(Figura 7)."

Figura 7. Micrografia de fibroblastos rodeados de matriz extracelular. 7

4.3.1 INTEGRINAS

Para entender como interacciona la matriz extracelular con las células, es

necesario identificar tanto las moléculas de la superficie celular (los
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receptores de la matriz) que se unen a los diversos componentes de la
matriz, como a los propios componentes de la matriz extracelular. Por
ejemplo, la union ultima a la célula requiere de una proteina transmembrana
que una la matriz al citoesqueleto cortical de las células, algunos
proteoglicanos con proteinas centrales transmembrana actuan como
correceptores para los componentes de la matriz, pero los principales
receptores en las células animales para la mayoria de proteinas de la matriz
extracelular, incluyendo la colagena, la fibronectina y la laminina, son las
integrinas, una gran familia de proteinas de unién, transmembrana y
homélogas.

El propdsito de disefiar materiales biomiméticos no consiste solamente en
reproducir las propiedades miméticas biomecanicas del tejido del huésped,
sino también generar andamios tridimensionales que soporten las funciones
escenciales de la célula, incluyendo: adhesion, crecimiento, proliferacion,
diferenciacion, evitando reacciones téxicas y respuestas inmunes adversas.
Las caracteristicas demandadas en los biomateriales en la ingenieria de
tejidos incluyen susceptibilidad a la invasion vascular y en algunos casos la
biodegradacién y el reemplazo del biomaterial por matriz extracelular

generada por el propio huésped. 15

El andamio ideal para la ingenieria de tejidos y regeneracion es aquel que
asemeja las propiedades biomecanicas del tejido blanco y sirve como
hospedero para las células tanto endégenas como implantadas. Ademas
como soporte para adhesion celular y para el crecimiento, migracién,
diferenciaciéon. No debe provocar respuesta inmune, con excepcion de
aquellos biomateriales en los cuales se requiere de su integridad para
cumplir su funcién.®

El desarrollo de nuevos andamios con propiedades fisicas, quimicas y

mecanicas debe seguirse explorando; actualmente, la combinacién de
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colageno, hidroxiapatita y VEGF o bien péptidos osteogénicos y células

madre, es el biocomplejo idéneo.”

Para este proposito, se han ido generando una amplia variedad de andamios
de excelente biocompatibilidad y propiedades biomecanicas para asegurar la

eficiencia y persistencia en la ingenieria de tejidos.

4.4 ANDAMIOS

El término biomaterial designa a aquellos materiales utilizados en la
fabricacion de sistemas bioldgicos y que se aplican en diversas ramas de la
medicina. Entre las caracteristicas de los materiales se encuentra la de ser
biocompatibles, o biolégicamente aceptables. De este modo, en la
evaluacion de un material resulta fundamental examinar su biocompatibilidad
y capacidad de reabsorcidn; ya que permanecen en contacto con los tejidos
vivos, por lo que resulta imprescindible que no se produzcan reacciones no
deseadas en la interfase tejido-material y que mantenga sus propiedades

durante el tiempo que tenga que desempefiar su funcion.®

Actualmente los estudios se enfocan en conocer las interacciones
especificas entre propiedades fisico-quimicas del material, quimica de
superficie, hidrofobicidad, propiedades mecanicas, adsorcion isotérmica de
ciertas proteinas y la observacidn de comportamientos celulares, como la

adhesién, activacion, liberacion de citoquinas y factores de crecimiento.

Existe en la actualidad una gran cantidad de biomateriales diferentes que
segun su composicion se pueden clasificar en biomateriales metalicos,
biomateriales ceramicos o biomateriales poliméricos naturales o sintéticos.
En la Ingenieria de Tejidos, los biomateriales deben favorecer la funcion

biolégica y mecanica de las células ya que actuan como una matriz
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extracelular artificial. Como resultado, los biomateriales pueden proporcionar
a las células un espacio en tres dimensiones para formar los tejidos nuevos

con la estructura y funcién apropiada.®

Como la mayoria de los tipos de células de mamiferos son dependientes de
anclaje y pueden morir sino hay una base de adhesion celular; los
biomateriales proporcionan un sustrato de adhesion que ofrece a las células

sitios especificos en el cuerpo con una eficiencia de carga.®

Los biomateriales fungen como andamio debido a sus propiedades de
biocompatibilidad y similitud de estructura tridimensional. Ademas, las
moléculas de senalizacion, como los péptidos de adhesion celular y factores
de crecimiento, se pueden integrar junto con las células para ayudar a

regular la funcion de las mismas.™

Andamios
electrohilados de
nanofibras con
nanoparticulas
de hidroxiapatita
para huesos

y dientes.

Nanofibras
nlicleo-coraza
de colagena y

poli(acido lactico)
para piel.

Figura 8. Andamios utilizados por la ingenieria de tejidos 2
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4.41 ANDAMIOS PARA TEJIDOS BLANDOS

El andamio que sirve de apoyo a las células es un elemento de suma
importancia en la reconstruccion de la mucosa y el epitelio. Para ello, se
debe elegir el andamio adecuado; con una biocompatibilidad ideal,
bioestabilidad, porosidad ademas de propiedades mecanicas, esto es un
paso crucial en la ingenieria de tejidos. Los andamios utilizados en la
reconstruccion de mucosa y epitelio se clasifican segun su origen y

estructura.™

Las matrices de origen natural se pueden dividir en 2 grupos: la dermis

acelular y la membrana.

4411 DERMIS ACELULAR HUMANA

La dermis acelular de cadaver fue utilizada por Izumi y colaboradores como
andamio para la ingenieria tisular de la mucosa oral. El Alloderm™ es una
dermis de cadaver humano acelular, no inmunogénica que se caracteriza por
que en una de sus caras laterales tiene una lamina basal adecuada para
células epiteliales, y en la otra, canales receptores intactos adecuados para

la infiltracion de fibroblastos.?'

Se obtiene de cadaveres humanos, de los cuales se remueve la dermis y el
componente celular de la dermis. De esta manera, la integridad
ultraestructural de la matriz extracelular es conservada; la matriz dérmica
presenta colagena y elastina que no han sido dafadas llevando a una

respuesta inflamatoria por parte del tejido del hospedero.22
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Desde su introduccion a la odontologia el Alloderm™ ha sido aceptada como
una matriz de dermis acelular para aplicaciones en tejidos blandos, apoya la
regeneracion tisular, permitiendo la rapida revascularizacién, la migracion y
proliferacion de células blancas, siendo un fuerte tejido huésped para la

reparacion natural.?’

Una matriz de dermis acelular tiene una estructura porosa y fibrilar similar a
la dermis nativa, la cual es preparada utilizando una técnica de liofilizacion

después del tratamiento de descelularizacién (Figura 9).%'

Su uso ha sido recomendado para ser usado para incrementar la zona de
encia insertada alrededor de dientes e implantes, obteniendo asi la cobertura
de la raiz en recesiones gingivales, para preservar o incrementar el grosor de

la encia en areas edéntulas (Figura 10).%

Figuras 9 y 10. Andamio de dermis acelular humana (Alloderm™). =

4.4.1.2 DERMIS DESEPITELIZADA (DED)
La dermis desepitelizada es un preparado de piel de espesor dividido por la

remocién de fibroblastos dérmicos y epidérmicos derivados de la dermis,

utilizada ampliamente en la preparacion de composites de epidermis y dermis

46



humana, y para la reconstruccion in vitro de la mucosa epitelial del paladar
duro humano (Figura 11). 22

La mucosa desepitelizada lingual bovina ha sido también utilizada como
sustrato para cultivo de queratinocitos.

Las ventajas son su buena durabilidad y antigenicidad reducida; habilidad
para retener sus propiedades estructurales, aun después de ser congelada
en el proceso de liofilizacion; y la posibilidad de ser conservada en glicerol.24
Sin embargo, los examenes cercanos a los equivalentes a la mucosa

basados en la DED han revelado una infiltracién de fibroblastos muy limitada

en este andamio al compararla con la mucosa oral normal. 24

£ ks s : & A

Figura 11. Sitio donante de dermis desepitelizada. %

4.4.1.3 MEMBRANA AMNIOTICA

Los resultados obtenidos con membranas amnidticas han propiciado su uso
en las diferentes especialidades. Una de las barreras mas importantes que
se debe asegurar es el riesgo de transmitir enfermedades de donante a
paciente. Es una capa interna de la membrana placentaria, la membrana

amnibtica es una membrana resistente, transparente, delgada y rica en
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colageno que reviste la lamina coridnica y la placenta, en el periodo del

desarrollo fetal, muy similar a la piel (Figura 12).%°

La membrana amnidtica puede ser utilizada como un sustrato para el cultivo
de células epiteliales orales. Se ocupa también para la reconstruccion de
tejido ocular. Nakamura y colaboradores desarrollaron una matriz de
ingenieria tisular con base a esta membrana para generar epitelio oral con un
gran numero de desmosomas contenidas y unidas a una membrana basal
mediante hemidesmosomas. En su modelo, las células del epitelio eran
capaces de crear queratina, provee un sustrato sano adecuado para

repitelizacion.?’

Figura 11. Membrana amniética liofilizada 2

4.41.4 BASADOS EN GELATINA

Los geles son una clase de biomateriales que tienen gran potencial de
andamiaje en la aplicaciéon de la ingenieria de tejidos debido a su alto
contenido de agua, biocompatibilidad, propiedades mecanicas similares a las

del tejido blando, eficiente transporte de nutrientes y su biodegradacion, asi
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como la habilidad de encapsular células y ser inyectadas como liquido de gel

in situ.?’

Las matrices de gelatina-glucan, gelatina-hialurano y gelatina-quitosano-
acido hialurénico, gelatina-quitosano-alcohol  polivilinilo han  sido
desarrollados para la ingenieria de tejidos de piel (Figura 17). La forma
desnaturalizada de la colagena gelatina es no antigénica, atrayente de
fibroblastos el cual es un activador de macréfagos; ademas esta promueve la
epitelizacion y la formacion de tejido de granulacion y se anade acido
hialurénico para mejorar las propiedades.®

Los hidrogeles pueden ser utilizados como andamios inyectables, faciimente
pueden llenar los defectos de cualquier tamafio y forma y se pueden
implantar de una manera minimamente invasiva. Apoyan el transporte de
nutrientes y residuos, y pueden suspender homogéneamente las células en
un entorno 3D, donde las células encapsuladas suelen mantener una
morfologia redondeada que puede inducir un fenotipo, capaces de realizar la
transduccion de cargas mecanicas, para ejercer control de las fuerzas que
actuan sobre las células encapsuladas, de manera similar a las condiciones
fisiologicas. La viabilidad de los condrocitos auriculares es superior al 81%

después de ser cultivados sobre un hidrogel.?®

Figura 17. Condrocitos cultivados sobre un andamio de hidrogel a base de quitosano/alcohol polivinilico.?

49



4.41.5 BASADOS EN FIBRINA

El polimero de la fibrina esta formado por estructuras estables que facilitan la

polimerizacion de la colagena producida por los fibroblastos. 27

La matriz de fibrina ha sido usada para la construccion in vitro de cartilago
humano, piel y hueso. El Bioseed™, es un sustituto de piel, compuesto por
sellador de fibrina con queratinocitos autélogos humanos cultivados, la matriz
de pegamento de fibrina proporciona suficiente estabilidad adherente a los

queratinocitos injertados en estado de proliferacion activa.®

La fibrina puede ser preparada de plasma autdlogo y su uso puede ser
agrupado en tres areas: hemostasia, adherencia y accion antibacterial;
también como andamio biologico para células troncales en regeneracion de

hueso, cartilago, tejido nervioso, piel, tendones y ligamentos (Figura 18).™

Figura 18. Microscopia electronica de barrido de un gel de fibrina. 7
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441.6 SUSTITUTOS DE PIEL CON FIBROBLASTOS

Los sustitutos dérmicos son un tratamiento eficaz para los procesos que
destruyen la piel como las quemaduras que involucran el 60% o mas de la
superficie corporal total, traumatismos y enfermedades genéticas que
involucran heridas crénicas.?

Existen sustitutos de piel cultivados que se componen de un injerto autélogo
en el cual estan cultivados queratinocitos epidérmicos como un componente
de colageno y un sustrato de gluconaminoglucano impregnado con
fibroblastos autélogos como un componente dérmico, teniendo como base
una matriz de colageno (Figura 19).?"

El uso de autoinjertos de otras partes sanas de la piel es el tratamiento mas

utilizado para sustituir la piel perdida.

Dermagraft®. Es un sustituto dérmico derivado del cultivo de fibroblastos
humanos donado del prepucio de neonatales. Los fibroblastos proliferan para
rellenar los intersticios del andamio y secretan colagena dérmica humana
para crear un sustituto dérmico tridimensional con células vivas vy

metabdlicamente activas.'®

MO Y

Figura 19. Fibroblastos adheridos en platos de cultivo y matrices Col. (A) Morfologia de fibroblastos
cultivados en monocapa. (B) Fibroblastos adheridos a la superficie porosa de matriz de colageno. (C)

Fibroblastos adheridos a superficie lisa de matriz de colageno. 28
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4.41.7 POLIMEROS

Las membranas de policarbonatos permeables estan disponibles
comercialmente y son usadas en modelos epiteliales de espesor parcial. El
uso exitoso de un co-polimero biodegradable segmentado de PEGT/PBT en
la ingenieria de tejidos de piel ha sido reportado. Este andamio sintético tiene
buenas propiedades mecanicas, y no tiene riesgo de transmision de

enfermedades. *°

Los polimeros sintéticos biodegradables se preparan mediante reacciones
quimicas de polimerizacion y por ello es posible, en cierto grado, controlar su
peso molecular y su polidispersidad (Figura 20). Esto les confiere un rango
mas amplio de propiedades que el existente en los naturales y los hace mas
predecibles y reproducibles. La degradacion de los polimeros sintéticos tiene
lugar principalmente mediante hidrélisis, lo cual hace mas controlable su
velocidad de degradacion al no verse involucrados ciclos enzimaticos en el

proceso.'®

Figura 20. Andamio sintético para piel (InbiodermC) *'

Los materiales poliméricos tienen una amplia variedad de aplicaciones en el

campo de la ingenieria de tejidos, ya que presentan propiedades fisico-
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quimicas mas cercanas a la de los tejidos vivos, que en su mayor parte estan
formados por polimeros naturales, también conocidos como biopolimeros,
como son las proteinas y los polisacaridos.

Actualmente existe la tendencia de usar biopolimeros, en la formulacion de
materiales para fines periodontales, maxilofaciales y en la ingenieria de
tejidos dseos.*? (Figura. 21)

El éxito de estos materiales se basa en su alta biocompatibilidad y sus
efectos biolégicos positivos después de su implantacion; estos biovidrios se
unen e integran al hueso del cuerpo sin la formacién de una capsula fibrosa
evitando asi la inflamacion y la toxicidad. Esta unién ésea es promovida por
la formacién de una capa de fosfato de calcio sobre la superficie del vidrio
que evoluciona en apatita de hidrocarbonato cuando esta en contacto con

fluidos fisiolégicos.*

La aplicacion de estos biovidrios es prometedora en la formacion de

andamios tridimensionales con agentes osteogénicos.* (Figura 22).

»ﬂ: 0000 ;10°50 $e

Figura 21. Microscopia electrénica de barrido de un andamio de polimero biodegradable. *
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Figura 22. Microscopia de un biovidrio *

4.41.8 ACIDO GLICOLIPOLILACTICO

El andamio de acido glicolicopolilactico poroso también ha sido usado para
construir un revestimiento de mucosa en una proétesis mucosa con ingenieria
de tejidos para reemplazar defectos en la traquea. Un andamio dérmico
compuesto por una malla de tejido de acido poliglicélico y policaprolactona
(Figura 23).%

Figura 23. Micrografia electrénica de un andamio de PLGA *
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Estos andamios son polimeros de poly (L-lactide-co-e-caprolactona) (LCL) y
el acido poliglicolico también han sido utilizados para la ingenieria de tejidos
de periostio para nueva formacion de hueso.

Las mallas mas comunmente utilizadas son las hechas de poli (a-hidroxi-
ésteres). Estas mallas se utilizan para la regeneracién del cartilago e
incluyen el acido polilactico (PLA), el acido poliglicdlico (PGA), y sus
copolimeros (PLGA). Las mallas sin tejer tienen alto volumen vacio y las
superficies estan bien adaptadas para la regeneracion del tejido, mientras
que las mallas tejidas presentan mayor resistencia y pueden ser hechas en

un amplio rango de porosidades.®

En general, en estas formas prefabricadas se pueden cultivar células gracias
a que los andamios son mecanicamente estables y luego pueden ser
implantados in vivo para una reparacién completa.

El acido polilactico ha demostrado ser biocompatible, es seguro en humanos

y se degrada mas lentamente en acido poliglicdlico. (Figura 24).%

Figura 24. Micrografia electrénica de barrido de una, poli nanoestructura porosa (acido lactico-co-glicélico)
(PLGA) de la membrana. ¥
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4.4.2 ANDAMIOS PARA TEJIDOS DUROS

El enfoque clasico de la ingenieria de tejidos en la regeneracion craneofacial
en los ultimos 30 afos ha sido el uso de andamios naturales o sinteticos para

reparar o regenerar defectos periodontales y maxilofaciales.

El empleo de diferentes andamios para regeneracion 6sea ha perdurado
hasta nuestros dias a pesar de las limitaciones, riesgos quirurgicos y de
salud asociados a éstos. La complejidad en la arquitectura y la variabilidad
de las propiedades del tejido 6seo; porosidad, tamafio de poro, propiedades
mecanicas, la mineralizacion o la densidad mineral, tipo de células, entre
otras. Por esta razon, a través de los ultimos afios se ha trabajado
intensamente en el desarrollo de materiales o dispositivos con caracteristicas
adecuadas que permitan disminuir, y en algunas ocasiones eliminar, el uso

del injerto.*

En medicina y odontologia se utilizan una gran cantidad de sustancias y
dispositivos médicos para la sustitucion de tejido vivo. En particular, los
materiales bioactivos y sus aplicaciones han tenido un desarrollo creciente
en los ultimos anos. Cuando es necesario restaurar un defecto 6seo, el
hueso autdlogo continua empleandose como auto injerto en la cirugia

reconstructiva.®®

Una de las soluciones a estas afecciones es el empleo de sustitutos 6seos,
ya sea para reemplazar el tejido afectado o para favorecer su regeneracion.>?
En las ultimas décadas se desarrollaron biomateriales para cumplir

requerimientos especificos en diferentes aplicaciones clinicas.
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En este sentido los 6rganos o tejidos descelularizados pueden servir como
fuente de MEC para ingenieria de tejidos. El alto grado de conservacion
evolutiva de muchos de los componentes de la MEC permite el uso de

andamios naturales. *

Figura 25. Material 6seo de origen bovino para regeneracion de tejidos 3

4.4.2.1 A BASE DE COLAGENA

Los distintos tipos de colagena dependiendo de su correspondiente
secuencia peptidica muestran diversos patrones de polimerizaciéon formando

distintos arreglos que son su forma funcional en el tejido.

Los andamios basados en colagena se dividen en dos categorias; andamios
de colagena pura y andamios de colagena compuesta.

Como andamio, la matriz de colagena es biocompatible y se utiliza en
periodoncia para proteger injertos 6seos para la regeneracion de tejido sin

tener invasion de células epiteliales.*

Masuda y colaboradores en 1996, desarrollaron el primer modelo in vitro de
mucosa de espesor total cultivando queratinocitos gingivales normales en
geles de colagena de piel bovina (CCG) que contenian fibroblastos, y co-
cultivando en un medio de reconstruccion en una interfase aeroliquida por 10

dias. El resultado fue un modelo de mucosa bien diferenciado.*°
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Moriyama y colaboradores modificaron este método y desarrollaron un
composite de mucosa oral cultivado utilizando una esponja de matriz
alopéptica de colagena tipo | con CGC. Su modelo de mucosa estaba
compuesto por una lamina propia, en el cual fueron embebidos los
fibroblastos en CGC, y una esponja de colagena con estructura de panal y
capas de células del epitelio estratificado en la superficie de la lamina propia
cultivada. El resultado positivo fue que el gel de colagena da soporte a los
fibroblastos, el cual provee un sustrato adecuado para la formacién de
multicapas de queratinocitos y prevé la invasion de células epiteliales y

formacion de islas en la capa del tejido conectivo (Figura 26).*°

Un avance en los andamios de la ingenieria de tejidos fue la introduccién de
matrices basadas en colagena compuesta. Tales como andamios con

quitosano, elastina y glucosaminoglucano (GAG).*'

El quitosano funciona como un puente para incrementar la eficiencia reticular
del glutaraldehido debido a la larga cadena de grupos amino. Los GAGs son
elementos escenciales en la matriz extracelular, compuestos por polimeros

largos no ramificados de unidades repetidas de disacaridos.®

El cartilago de tiburdn, la traquea bovina y los cartilagos porcinos son unas
de las posibles fuentes de GAGs. Algunos tales como el condoitrin sulfato y
el acido hialurénico son hidrofilicos, los cuales atraen una gran cantidad de
agua y de esta manera forman geles hidratados, permitiendo que las

moléculas hidrosolubles se difundan rapidamente. *°

Los fibroblastos cultivados dentro de una esponja de CGC expresan una
sintesis de colagena significativamente incrementada, comparada con la de
los fibroblastos cuando estos son cultivados en un gel de colagena (Figura

27) y cuando se cultivan fibroblastos de una sola capa. *'
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Figura 26. Andamio de colagena tipo I. ©

Figura 27. Micrografia de andamio de gel de colagena con crecimiento de fibroblastos.
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44.2.2 A BASE DE QUITOSANO

Biopolimero hidrofilico obtenido de la quitina. Quimicamente similar a la
celulosa, un polisacarido abundante encontrado en el exoesqueleto de los
crustaceos.

A sido recomendado como un andamio adecuado para la regeneracion
tisular por su alta biocompatibilidad, biodegrabilidad, si no antigenicidad y sus

propiedades de absorcion.*?

Recientemente se ha prestado mucha atencion a la utilizacion del quitosan
en aplicaciones biomédicas, por ejemplo, en la cicatrizacion de heridas,
como material para recubrimiento de heridas o quemaduras, agente
mucoadhesivo y hemostatico, membrana para hemodialisis y sistema para

transporte de sustancias activas.*?

Materiales basados en quitosan y GAG, principalmente de quitosana y
sulfato de condroitina, han mostrado buena citocompatibilidad en la
regeneracion 6sea y se han utilizado como componentes de piel artificial
para el tratamiento de lesiones dérmicas. Estudios comparativos de
diferentes materiales compuestos por quitosan y alginato, por una parte, y el
poliacido lactico (PLA) (Figura 28) por la otra, destinados a la ingenieria de
tejidos articulares, demostraron que el quitosan incrementa la adhesion y
proliferacion celular in vitro, asi como la actividad biosintética en relacion con
el alginato y el PLA (Figura 29).*°

Promueve la curacion de heridas e induce a la formacion dsea.
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Figura 29. Andamio de PLA-PLG-quitosano *

En sus modificaciones con hidroxiapatita han sido ampliamente investigados
como un material para andamios en aplicaciones dela ingenieria de tejidos.
Ha sido ampliamente demostrado su caracter biocompatible y biodegradable,

ya que promueve la adhesién celular y se reabsorbe mediante procesos de
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hidrdlisis a través de la accion de enzimas presentes en los fluidos

fisiologicos.

El quitosano puede considerarse como analogo estructural de los
glucosaminoglicano, los cuales son polisacaridos anidénicos que
generalmente se encuentran unidos mediante interacciones electrostaticas a
proteinas, formando los proteoglicanos. Estos ultimos desempefan una
funcién importante en la organizacién y funcion de la matriz extracelular de
los tejidos humanos.®?

Materiales basados en quitosan y GAG, principalmente de quitosan y sulfato
de condroitina, han mostrado buena citocompatibilidad en la regeneracion
0sea, se han empleado con éxito en la reparacién de cartilagos.

La biodegradabilidad del quitosan es otro factor esencial que debe tenerse
en cuenta para la seleccidon adecuada de biopolimeros para ingenieria de

tejidos.*?

Entre las técnicas de preparacion de los composites, el método de mezclado
de hidroxiapatita con quitosan, es de los mas empleados para obtener

matrices tridimensionales en la ingenieria de tejidos. (Figura30)?

Figura 30. Proceso de colonizacién de osteoblastos en andamio de hidroxiapatita con quitosano. 32
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4.4.2.3 ALOPLASTICOS

Estos materiales son biologicamente aceptables como sustitutos 6Oseos,
debido a que permiten remodelacion y crecimiento 6éseo. Su gran ventaja es
que no requieren de un sitio donador y no existe riesgo de transmision de
infecciones. Estos sustitutos incluyen ceramicas tales como; polimeros

biocompatibles, fosfato tricalcico, hidroxiapatita. 2

4.4.2.3.1 BIOCERAMICAS

El desarrollo de las bioceramicas basadas en fosfatos de calcio con vistas a
su aplicacién en la clinica, comenz6 en la década de los afnos 70 del siglo
XX, El estudio de las ceramicas fosfato-calcicas se ha centrado en los

compuestos fundamentalmente de la hidroxiapatita y el fosfato tricalcico.®

El fosfato tricalcico (FTC) es una forma porosa del fosfato de calcio. Este
material posee una proporcion de calcio-fosfato de 1:5; a nivel mineraldgico
es una whitlockita. EI comportamiento bioactivo, su no toxicidad y su
biocompatibilidad llevan al fosfato tricalcico a una unién fisicoquimica intima
con el hueso. *

Ademas de proveer un andamio para la nueva formacion de hueso, dando
soporte a la adhesién previniendo que el tejido blando colapse al sitio de la
herida y proliferacion de fibroblastos gracias a su osteocunductivadad.
(Figura 31).*
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Figura 31. Micrografia donde se muestra la reabsorcion de fosfato tricalcico, durante 45 dias. “

Al ser utilizado biolégicamente como relleno 6seo, es parcialmente
reabsorbible y permite ser sustituido por hueso. La matriz ceramica del FTC,
al ser colocado en estrecha aposicidn con el hueso vital, sirve como canal
para la formacion inicial de tejido 6éseo, que posteriormente es seguida por la

reabsorcion del material y la formacién completa de hueso.*

Estos materiales de relleno estan elaborados con B-Fosfato Tricalcico. Son
por tanto, productos bioactivos, osteointegrables y reabsorbibles. En medio
fisiologico reaccionan superficialmente con el medio, disolviéndose
lentamente, y proporcionando iones Ca?* y PO,> lo que da lugar a la
precipitacion de hidroxiapatita en la superficie del implante. Esta precipitacion
produce una interfase de algunas micras de espesor en la que aparecen
fibras de colageno, osteoblastos y hueso inmaduro, de aspecto mas o menos
amorfo, que posteriormente madurara y se estructurara mientras que la
disolucién del implante progresa hacia el interior del mismo dando, como

resultado final, la sustitucion del hueso.>?
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El Sulfato de Calcio (CaS), mencionado anteriormente representa uno de los
biomateriales mas antiguamente conocidos, y es uno de los primeros
sustitutos 6seos utilizados en la ortopedia y en la odontologia. Entre los usos
del CaS se encuentran: los defectos periodontales, la cirugia endodontica, el
levantamiento del seno maxilar, el tratamiento de las fenestraciones y las
deshicencias, y como una membrana o barrera. 32

Varios investigadores coinciden en que el uso del CaS como injerto 6seo, es
efectivo en la regeneracion de grandes defectos 6seos, que involucran o no

ambas corticales; mejorando los resultados clinicos.

La hidroxiapatita es una bioceramica que tiene propiedades
osteoconductivas y que se adhiere estrechamente con el hueso. Este
material es comunmente utilizado en la ingenieria de tejidos en combinacion
con polimeros para mejorar sus propiedades mecanicas, al ser compatible
con la apatita natural proporciona un buen entrelazamiento con el tejido
huésped (Figura 32).°

Figura 32. Crecimiento in vitro de osteoblastos humanos sobre ceramica porosa de hidroxiapatita 4

Los composites de fosfatos de calcio con matrices de quitosano fueron

ampliamente investigados para propésitos estructurales, especificamente
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para la cirugia ortopédica y maxilofacial, ya fuera para rellenos de defectos
0seos, aumentos del reborde alveolar, implantes del oido medio, fusiones de
vértebras de la columna o para el recubrimiento de prétesis metalicas, con

ellos se logra una adecuada integracion relleno-matriz.*?

Figura 33. Imagenes de andamios de hidroxiapatita tomados del microscopio estereoscopio. 38

5. APLICACIONES EN LOS AVANCES DE LA INGENIERIA DE
TEJIDOS

Yao y colaboradores determinaron que andamios fibrosos compuestos de
gelatina/PCL mediante electrospun con la relacion de mezcla de 2: 1 era un
candidato superior para andamios para aplicaciones de ingenieria de

tejidos.*’
J A, Kuttappan S, y col., emplearon el plasma rico en plaquetas (PRP) en

nano-andamio de gelatina e hidroxiapatita como un potencial candidato para

aplicaciones de ingenieria de tejido 6se0.*®
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Feng B, y col., estudiaron un andamio de gelatina (GT) y policaprolactona
(PCL) para mostrar que la falta de homogeneidad morfolégica y de
composicion del andamio tenia una notable influencia sobre la adhesion y
proliferacion celular. Este estudio pone de relieve la importancia de producir
nanofibras compuestas morfolégicamente uniformes y homogéneos en su

composicion.*®

Lotfi M y col., desarrollaron un nano andamio de material compuesto de
microfibra, fabricado a partir de una mezcla de quitosano-R3-glicerol fosfato-
gelatina (quitosano-GP-gelatina), el cual es un biomaterial biolégicamente
compatible con potencial para servir como una plataforma adecuada para la
retencion de las células cultivadas tridimensionalmente en ingenieria

tejidos.*

Lee JB, y col., demostraron que andamios en gelatina de poli acido L-lactico
(PLLA) y simvastatina (SIM), promueven significativamente la actividad de
mineralizacidon, la expresion génica osteogénico, y la regeneracion oésea.
Esto sugiere la aplicacion potencial de este material hacia ingenieria de tejido

6seo.”

Thiem A, y col., utilizaron un andamio de material compuesto de Gelatina-
poli acido lactico-co-glicélico (PLGA), como una plantilla para la regeneracién
del cartilago articular. Los andamios mostraron un excelente desempefio
funcional y alta biocompatibilidad in vitro e in vivo. Estos andamios de
gelatina-PLGA puedan apoyar efectivamente la condrogénesis in vivo que
demuestra un gran potencial para el uso en el tratamiento de defectos del

cartilago.”’
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Kim IG, y col., fabricaron andamios de poli L-lactida-co-glicolida (PLGA) y
poli L-lactida (PLLA) con matriz derivada de fibroblastos de pulmén humanos
(hFDM) cultivados in vitro (WI1-38). Esos andamios fueron luego conjugados
con heparina y posteriormente inmovilizadas con factor de crecimiento
transformante-1 (TGF) para regenerar cartilago. Su estudio demuestra el
efecto positivo de hFDM en la condrogénesis de las MSC vy la reparacién del

cartilago.?

Haider A, y col., generaron un andamio artificial para imitar las
caracteristicas de la matriz extracelular en el nivel de nanoescala para activar
el crecimiento de células osteoblasticas. Para este propdsito, emplearon la
proteina morfogénica 6sea (BMP-2) sobre una superficie de hidroxiapatita
modificada con acido L-glutamico en nanofibras. Sus resultados indican que
el andamio hibrido de nanofibras se puede utilizar como un portador de
nanodroga para el suministro controlado y selectivo de BMP-2, que abrira
nuevas posibilidades para mejorar la regeneracion del tejido 6seo y ayudara
en el tratamiento de diversas enfermedades relacionadas con los huesos en

el futuro.>®

Fisher MB, y col., demostraron que las células madre mesenquimales
(MSCs) incruidas en un hidrogel de acido hialurénico (HA) y expuestos a
factores condrogénicas (factor de crecimiento transformante-p3 [TGF-33])

producen un tejido parecido a cartilago in vitro.>

Deepthi S, y col., sintetizaron un andamio de macroporos de quitina y poli
(caprolactona) (PCL) con nanoparticulas de la transformacién del factor de
crecimiento B (TGF-B) de liberacién prolongada para la regeneracion del

cartilago.®®
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Park JY, y col., emplearon un andamio obtenido mediante impresion 3D en
conjunto con células sembradas (CPS), y fue implantado para la

reconstruccién auricular en conejos.*

Kozin ED, y col., emplearon andamios para el injerto de una membrana
timpanica (TM) con filamentos circunferenciales y radiales fabricados por
impresion en 3D de polidimetilsiloxano (PDMS), acido flex-polilactico (PLA) y
la policaprolactona (PCL) en conjunto con un hidrogel compuesto de fibrina-
colageno. Los injertos impresos en 3D poseen propiedades mecanicas que

muestran una mayor resistencia a la deformacion.®’
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6. CONCLUSIONES

Este trabajo ha explorado y dado a conocer ampliamente la aplicacion de
distintos fenotipos celulares, moléculas y materiales biomiméticos que
comprenden la triada de la ingenieria de tejidos, para la reparacion y/o

regeneracion de las estructuras que comprende el complejo craneofacial.

Existe una gran variedad de moleculas de sefalizacion especificas que
pueden actuar sobre diferentes tipos celulares que aun requieren elucidar el
mecanismo por el cual desempefan sus funciones para poder entender y

controlar su aplicacion en la ingenieria de tejidos.

El disefio del andamio ideal para la formacion de cada tejido es un reto, ya
que cada uno tiene un alto grado de complejidad en su especializacidén. Lo
ideal seria que se reabsorba una vez que ha servido su proposito de
proporcionar una plantilla para regeneracion de tejidos. Es importante
destacar que la degradacién debe producirse a un ritmo compatible con la

formacion de tejido nuevo.

Los composites basados en polimeros naturales con moléculas de
sefalizacion, han permitido obtener materiales con un mejor y mas adecuado
disefio, con una fortaleza incrementada y superior osteoconductividad,
bioactividad, biodegradabilidad y homogeneidad dando similitud al tejido que
se desea reparar o sustituir, en comparacion con los biomateriales que le
preceden. La tendencia actual es a desarrollar andamiajes tridimensionales
de compuestos con propiedades incrementadas, a partir de materiales
inorganicos con mayor biodegradabilidad y bioactividad para obtener una
adecuada proliferacion celular y una mas rapida y eficiente formacion y

mineralizacidn del tejido danado.
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A la fecha, los tejidos intraorales y extraorales derivados de células
progenitoras se han utilizado para la ingenieria de tejidos en estudios con
animales pequefios y grandes para evaluar su potencial en aplicaciones
preclinicas. Existe una gran cantidad de evidencia para apoyar la nocién de
que las MSC se pueden utilizar para regeneracién y no solo en el ambito

odontoldgico.
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7. GLOSARIO

Regeneracién

Se entiende como regeneracion al restablecimiento de la arquitectura vy
funcién tisulares después de una lesion en dicho tejido que posee

propiedades indistinguibles del tejido original.’
Reparacion

Si los tejidos lesionados son incapaces de un restablecimiento completo, o si
las estructuras de soporte del tejido han resultado seriamente dafiadas, la
reparacion se produce depositando tejido conjuntivo (fibroso) proceso

denominado cicatrizacién que da lugar a la formacion de una cicatriz.®

El problema con el tejido de cicatrizacibn es que no recupera todas sus
propiedades mecanicas ni la funcion fisiolégica del tejido u érgano original

que ha sido dafado.

Por tanto, lo que interesa no es reparar sino regenerar, esto implica

reconstruir la forma y la funcion.”
Remodelacién

Aunque aparentemente el hueso maduro no presenta cambios
macroscopicos, dentro de la matriz ésea hay un constante cambio para
permitir la renovacion de hueso viejo y su reemplazo por hueso nuevo;

proceso conocido como remodelacién.’
Osteogénesis

Es el proceso de formacion y desarrollo de hueso nuevo. Un material

osteogénico se deriva o bien estd formado por tejido implicado en el
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crecimiento y reparaciéon, un ejemplo el hueso autdlogo. Las células

osteogénicas pueden promover el crecimiento 6seo, incluso en otros tejidos.”
Osteoinduccion

Es el proceso de estimulacion de la osteogénesis. Los materiales
osteoinductivos se pueden utilizar para mejorar la regeneracion osea, y el
hueso puede crecer o extenderse por una zona donde normalmente no se
encuentra. La regeneracion 6sea estimulada por la liberacion de proteinas

inductivas que facilitan la diferenciacién celular.®
Osteocunduccion

Proporciona la estructura o matriz fisica apropiada para la deposicién de
hueso nuevo. Los materiales osteoconductivos son guias para el crecimiento
0seo y permite que se deposite hueso nuevo. El proceso de reparacién 6sea
se produce a partir de células osteoprogenitoras del propio huésped. Se crea
una estructura para que se pueda formar hueso por sustitucion progresiva.
La reabsorcién sera lenta (dependiendo del biomaterial y del lecho receptor)

y progresiva.®
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