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RESUMEN

El hueso es una forma especializada de tejido conjuntivo muy vascularizado e
inervado, esta estructurado en laminillas de matriz osteoide mineralizada; se
compone fundamentalmente de células, una matriz organica y una matriz inorganica,
formada por pequefos cristales de hidroxiapatita (HA) [Caio (POa4)s (OH)2]. En
contraste, la matriz organica esta compuesta principalmente de colagena tipo | con
pequefias cantidades de colagena no fibrilares de tipo Il y V, ademas de agua,

proteinas no coladgenas y lipidos.

Estudios in vitro han demostrado que similar a las proteinas, los aminoacidos con
carga son capaces de inhibir o inducir a la mineralizacion de la hidroxiapatita;
aminoacidos como el acido aspartico (Asp), acido glutdmico (Glu) y fosfoserina son
muy abundantes en el dominio &cido de las proteinas no colagenas asociadas a la

biomineralizacion (osteopontina, sialoproteina ésea, proteina de la matriz dentinaria).

Es por ello, que el objetivo de este trabajo fue evaluar si los aminoacidos incorporados
a los andamios de alginato, coldgena autégena y colagena xenogénica, favorecen el
proceso de biomineralizacion en defectos 6seos de tamafio critico en calvaria de rata
Wistar. Para dicho fin, se utilizaron 36 ratas macho de la cepa Wistar, en las que se
realizé un defecto critico 6seo en la calvaria y se formaron grupos en los cuales se
asigno un andamio (Alginato de sodio, Colagena autégena y Colagena xenogénica)
funcionalizado con aminoéacidos (Acido glutamico, Fenilalanina o la mezcla de ambos
segun fuera el caso). La eutanasia se realiz6 a los 120 dias posteriores a la
implantacion del andamio. Se procesaron las muestras para su analisis
histomorfométrico utilizando la tincion Tricromica de Masson e inmunofluorescencia
para confirmar la presencia de BSP (Sialoproteina 6sea) en las muestras. La
histomorfometria de los andamios (de Alginato de sodio y Colagena xenogénica) con
la mezcla de aminoacidos demostro la regeneracion en promedio de 60% del defecto
06seo. La inmunofluorescencia demostré le expresién de BSP en las zonas de
neoformacion 6sea. Nuestros resultados demuestran que el andamio de Alginato de
sodio y Colagena xenogénica funcionalizados con ambos amino&cidos ofrecen una

alternativa terapéutica prometedora para la regeneracion de tejido 6seo.



ABSTRACT

Bone is a specialized form of highly vascularized and innervated connective tissue,
which is structured in lamellae of mineralized osteoid matrix; It is formed by cells, an
organic matrix and an inorganic matrix, which is formed by small crystals of
hydroxyapatite (HA) [Caio (POa4)s (OH)2]. And the organic matrix is mainly composed
of collagen type | with small amounts of non-fibrillar type Il and V collagen, water,

non-collagen proteins and lipids.

In vitro studies have shown that similar to some specific proteins, charged amino acids
are capable of inhibiting or inducing hydroxyapatite formation; Amino acids such as
aspartic acid (Asp), glutamic acid (Glu) and phosphoserine are very abundant in the
acid domain of non-collagen proteins associated with biomineralization (osteopontin,

bone sialoprotein, dentin matrix protein).

That is why, the objective of this work was to evaluate whether the amino acids
incorporated into scaffolds of alginate, autogenous collagen and xenogeneic collagen,
favor the biomineralization process in critically-sized bone defects in Wistar rat
calvaria. For this purpose, 36 male rats of the Wistar strain were used, in which a
critical bone defect in the calvaria was made and groups were formed in which a
scaffold (sodium alginate, autogenous collagen and xenogenic collagen)
functionalized with amino acids (glutamic acid, phenylalanine or the mixture of both as
the case may be). Euthanasia was performed 120 days after implantation of the
scaffold. Samples were processed for histomorphometric analysis using Masson's
Trichrome staining and immunofluorescence. The histomorphometry of the scaffolds
(of sodium alginate and xenogeneic collagen) with the mixture of amino acids
demonstrated the average regeneration of 60% of the bone defect.
Immunofluorescence demonstrated the expression of Bone sialoprotein in areas of
bone neoformation. Our results demonstrate that the xenogeneic sodium alginate and
collagen scaffold functionalized with both amino acids offer a promising therapeutic

alternative for bone tissue regeneration.



ANTECEDENTES
Tejido 6seo

El hueso es una forma especializada de tejido conjuntivo muy vascularizado e
inervado, que esta estructurado en laminillas de matriz osteoide mineralizada; sus
funciones principales, son: servir como reservorio de elementos inorganicos que
responden a la homeostasis del fluido extracelular, proporcionar proteccién de
organos y ser el soporte estructural que permite el movimiento, producir células
sanguineas y almacenar triglicéridos. Esta compuesto por células especializadas, una
matriz extracelular y una fase mineral; las células son hematopoyéticas y no
hematopoyéticas en la médula ésea, células osteoprogenitoras, osteoblastos,

osteocitos, células de revestimiento 6éseo y osteoclastos.! ®

La matriz extracelular es una red de fibras de proteinas que rodea a las células,
agrupadas en capas y permeadas con densas acumulaciones de minerales. Las fibras
proteicas proporcionan resistencia y flexibilidad, mientras el contenido mineral
proporciona la rigidez.> 2 La caracteristica que distingue el tejido éseo de otros tejidos

conjuntivos es la mineralizacién de su matriz.!

La matriz extracelular de este material hibrido organico-inorganico, se encuentra
compuesta de minerales, colagena, agua, proteinas no colagenas y lipidos. La matriz
inorganica (aproximadamente 70% en peso) esta formada por calcio, fosfato y
carbonato (en proporciones de 10:6:1) en forma de pequefios cristales de
hidroxiapatita (HA) [Caio (PO4)s (OH)2], con pequefias cantidades de carbonato,
magnesio, fllor, potasio, sulfato y fosfato acido. En contraste, la matriz organica
(aproximadamente 30% en peso) esta compuesta principalmente de colagena tipo |
con pequefias cantidades de colagena no fibrilares de tipo lll y V. Las fibras de
colagena se estabilizan mediante puentes de hidrégeno entre aminoacidos y a través
de la formacion de puentes de piridinolina, entre las hidroxilisinas y lisinas. Sin
embargo, la colagena no tiene gran afinidad por el calcio, por lo que son otras las

proteinas implicadas en el depésito mineral. 12456

Las proteinas no colagenas incluyen albumina, a2-HS-glicoproteina y factores de
crecimiento y proteinas no colagenas sintetizadas por osteoblastos (proteoglicanos,

proteinas glicosiladas, y proteinas y-carboxiladas). & 78



Proteinas no colagenas

Las proteinas no colagenas componen del 10% al 15% de la proteina 6sea total, de
estas, aproximadamente el 25% de la proteina no coldgena se deriva de manera
exégena, incluida la albumina sérica y la glucoproteina a2-HS, que se unen a la
hidroxiapatita debido a sus propiedades &cidas. Las proteinas no colagenas
derivadas del suero pueden ayudar a regular la mineralizacion de la matriz y la
glucoproteina a2-HS, puede regular la proliferacion de las células Oseas. Las
proteinas no coldgenas derivadas de forma exdgena restantes estan compuestas de
factores de crecimiento y una gran variedad de otras moléculas en cantidades traza

gue pueden afectar la actividad de las células 6seas.® "8

Las proteinas no colagenas se dividen ampliamente en varias categorias, que
incluyen proteoglicanos, proteinas glicosiladas, proteinas glicosiladas con posibles
actividades de unién celular y proteinas y-carboxiladas (gla). Las funciones de cada
una de las proteinas 6seas no estan bien definidas en la actualidad y muchas parecen
cumplir maltiples funciones, incluida la regulacion de la deposicidon mineral 6ésea y el

recambio y la regulacion de la actividad de las células éseas. % "8

La descripcién general de las proteinas no colagenas presentes en el tejido 6seo se

resume en la tabla 1.

Proteina Funcién

Proteinas séricas en matriz 6sea

Albumina Disminuye el crecimiento de cristales de hidroxiapatita.
Glicoproteina a2-HS Relacionada con la incorporacion del calcio a la matriz
osteoide.

Proteinas que contienen glicosaminoglicanos y proteinas ricas en leucina

Agrecano Organizacion matricial y retencion de H20, Ca, POa.

Versicano Regula la condrogénesis y define el espacio destinado a
osificar.



Decorina Regula el diametro de fibrillas de colageno; se une a TGF-f.

Biglicano Se une alacolagena, al TGF-B y es un determinante de la masa
O0sea maxima. Ademas, puede regular la actividad de factores
de crecimiento.

Asporina Regula la estructura del colageno.

Hialuronano En conjunto con Versican define el espacio destinado a osificar.

(complejo multigen)
Glicoproteinas

Fosfatasa alcalina Hidroliza inhibidores de la deposicion mineral y aumenta la
concentracion local de POa,

Osteonectina Regula la organizacién de la colagena, la deposiciéon de
Hidroxiapatita y regula los factores de crecimiento.

Proteinas SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein)

Osteopontina Inhibe la mineralizacién y la remodelacion 6sea. Se une a las
células y controla su proliferacion.

Sialoproteina 6sea Inicia el proceso de mineralizacion.

Fosfoglicoproteina de la | Regulador del metabolismo del fosfato.
matriz extracelular

Glicoproteinas que contienen RGD (secuencia Arg-Gly-Asp)

Adhesion celular, se une la colagena, plaquetas, trombina,

Trombospondinas fibrinégeno, laminina, plasminégeno y PAI (Plasminogen
Activator).

Fibronectina Se une a las células y a fibrina, heparina y colagena.

Vitronectina Adhesion celular y forma enlaces con la colagena,

plasminégeno, PAI (Plasminogen Activator) y heparina.

Fibrilinaly 2 Regula la formacion de fibras elasticas.



Proteinas que contienen acido y-carboxi glutamico

Proteina de matriz Gla

Osteocalcina

Proteina S

Inhibe la mineralizacién.

Regula los osteoclastos; inhibe la mineralizacion y puede
coordinar el recambio Gseo.

Producto hepatico, puede ser elaborado por osteoblastos.

Factores de crecimiento

IGF-l y Il (insulin growth
factor 1y Il)

TGF-B (Transforming
growth factor- beta)

PDGF (Platelet derived
growth factor)

Intervienen en la diferenciacion, crecimiento y proliferacién de
las células de forma autocrina o paracrina.

Tabla 1. Descripcién general de proteinas no coldgenas presentes en el tejido 6seo.

Modificado de Clarke, Anders y Fernandez.® "8



Biomineralizacion

La biomineralizacion es el proceso mediante el cual los organismos vivos producen
tejidos mineralizados especificos; esto se logra a través de la deposiciéon de varios

iones minerales en el contexto de sustratos organicos.®

Como se ha mencionado anteriormente, la matriz extracelular (MEC), es el medio que
las fibras de coldgena proporcionan, donde la HA se nuclea y crece. La nucleacion de
la hidroxiapatita (HA) se inicia principalmente por un conjunto de proteinas no
colagenas fosforiladas y con carga negativa que estan asociadas a la MEC. Estas
proteinas atraen los iones Ca?* y PO,* a través de sus dominios de aminoacidos (AA)
cargados y aumentan la sobresaturacion local a un nivel suficiente para formar

nlcleos de un tamafio critico, que puedan convertirse en cristales de HA.°

La maduracién de la matriz se asocia con la expresion de fosfatasa alcalina y varias
proteinas no colagenas, incluidas la Osteocalcina, la Osteopontina y la Sialoproteina
OGsea. Se cree que estas proteinas de unién a calcio y fosfato ayudan a regular la
deposicion ordenada de minerales mediante la regulacion de la cantidad y el tamafio

de los cristales de hidroxiapatita formados.®

El mineral 6seo se deposita inicialmente en zonas de "orificios" entre los extremos de
las fibrillas de colagena. Este proceso puede ser facilitado por vesiculas de matriz
extracelular en el hueso. Las vesiculas extracelulares de la matriz se sintetizan a
través de condrocitos y osteoblastos y sirven como microentornos protegidos en los
que las concentraciones de calcio y fosfato pueden aumentar lo suficiente para
precipitar la formacién de cristales. El liquido extracelular normalmente no esta
sobresaturado con hidroxiapatita, por lo que la hidroxiapatita no precipita
espontaneamente. Las vesiculas extracelulares de la matriz contienen un ndcleo que
esta compuesto por proteinas y un complejo de fosfolipidos &cidos, calcio y fosfato
inorganico que es suficiente para precipitar los cristales de hidroxiapatita. AUn no esta
del todo claro como las vesiculas extracelulares de matriz contribuyen a la
mineralizacion en sitios especificos en los extremos de las fibrillas de colagena, ya
gue aparentemente las vesiculas no estan dirigidas directamente a los extremos de

las fibrillas.®



No hay evidencia de que se formen grupos 6seos de fosfato de calcio no cristalino
(fosfato de calcio amorfo) en el hueso antes de que se convierta en hidroxiapatita. A
medida que el hueso madura, los cristales de hidroxiapatita aumentan y reducen su
nivel de impurezas. La ampliacion de los cristales se produce tanto por el crecimiento
de los cristales como por la agregacién. Las macromoléculas de la matriz ésea
pueden facilitar la nucleacion cristalina inicial, secuestrar iones minerales para
aumentar las concentraciones locales de calcio y / o fosfato, o facilitar la nucleacién
heterogénea. Las macromoléculas también se unen a las superficies de cristal en

crecimiento para determinar el tamafio, la forma y el nimero de cristales formados.®

Los promotores de mineralizacién confirmados (nucleadores) incluyen a la Proteina
de matriz 1 de la dentina y la Sialoproteina 6sea. Ademas, otras proteinas como la
Fosfatasa alcalina 6sea pueden aumentar las concentraciones locales de fésforo,
eliminar los inhibidores que contienen fosfato del crecimiento de cristales de
hidroxiapatita o modificar las fosfoproteinas para controlar su capacidad de actuar

como agentes nucleadores.®

En los sitios donde se inicia la mineralizacion del hueso, la concentracion local de
iones Ca?"y PO.,* en la matriz debe superar el nivel umbral normal. Los eventos mas

relevantes durante el proceso de mineralizacion se describen en el cuadro nimero 1.1
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1. La fijacién de Ca2* extracelular por la 6. Las vesiculas de matriz derivadas de los
osteocalcina y otras sialoproteinas crea osteoblastos son los factores esenciales que
una concentracion alta de este ion. controlan el sitio donde se inicia el deposito de
mineral en el osteoide. Una vez que se han
precipitado los primeros cristales de
hidroxiapatita, éstos crecen con rapidez por
acrecion hasta que se unen con los cristales

2. La concentracion alta de Ca** vecinos producidos alrededor de otras
estimula a los osteobla_stos para que vesiculas de matriz. De esta manera, una onda
secreten fosfatasa alcalina (ALP), que de mineralizacion recorre el osteoide.

aumenta la concentracion local de

iones PO,%. La concentracion de

PO%,. estimula el aumento adicional

de la concentraciéon de Ca?*en donde 5. Los cristales de CaPO, inician Ila

se iniciara la mineralizacion. mineralizacion de la matriz por formacion y
depdsito de cristales de hidroxiapatita en la
matriz que rodea a los osteoblastos.

3. Los osteoblastos liberan vesiculas 4. Las vesiculas de matriz que acumulan Ca?*y
de matriz hacia la matriz 6sea. Las escinden iones PO*;- determinan que aumente el
vesiculas contienen ALP y punto isoelétrico local, lo cual produce la
pirofosfatasa que escinden iones cristalizacion de CaPO, en las vesiculas de
PO,3 de otras moléculas de la matriz. matriz circundantes.

Cuadro 1. Eventos relevantes que ocurren durante el proceso de biomineralizacion?

Estudios in vitro han demostrado que similar a las proteinas, los aminoacidos con
carga son capaces de inhibir o inducir a la mineralizacién de la hidroxiapatita;
aminoécidos como el Acido aspartico (Asp), Acido glutamico (Glu) y Fosfoserina son
muy abundantes en el dominio acido de las proteinas no colagenas (Osteopontina,
Sialoproteina 6sea, Proteina de la matriz dentinaria) involucradas en la mineralizacion
de la hidroxiapatita en hueso y dentina. Ademas, estudios recientes han demostrado
gue los amino&cidos (AA) con carga tanto positiva como negativa estan presentes en
la zona del orificio del colageno, donde la HA se nuclea de forma intrafibrilar. La
presencia de estos AA en estas areas parece ser crucial para interactuar con los iones
Ca?*y PO% necesarios para la precipitacion de HA.°

11



En la tabla 2 podemos observar la presencia importante de los amino&cidos cargados
negativamente: Acido glutamico (E) y Acido aspartico (D) en algunas de las proteinas
no colagenas involucradas en el proceso de mineralizacion:

Secuencia de aminoéacidos Proteina

EEEEEEEEGN BSP (P21815)

(150-160) (Sialoproteina 6sea)
EEQADSESSE DMP (Q13316)

(400-410) (Fosfoproteina de la matriz de dentina)
EDDDDHVDSQ OPN (P10451)

(90-100) (Osteopontina)
CVEEQRQEEK MEPE (Q9NQ76)

(40-50) (Fosfoglicoproteina de la matriz

extracelular)
Tabla 2. Regiones acidas de proteinas asociadas a la biomineralizacion. Secuencias

obtenidas de Uniprot.org *°
Lesiones en tejido 6seo

La pérdida o trastorno 6seo por trauma, osteonecrosis y tumores, causa una
morbilidad significativa y afecta la calidad de vida del paciente. Es por ello que se han
buscado alternativas para brindar apoyo, llenar espacios y mejorar la regeneracion de
los defectos 6seos, tradicionalmente, los autoinjertos, aloinjertos, xenoinjertos y los
injertos de ingenieria de tejidos son los que se usan comunmente para reemplazar el

hueso perdido o dafiado. 11121314

El hueso autdgeno es el estandar de oro que todas las alternativas de tratamiento
deben cumplir, sin embargo, éste tiene limitaciones importantes, como lo son: la
morbilidad del sitio donante, la cantidad inadecuada y la forma inapropiada; es por
ello que existe un interés creciente en injertos 6seos alternativos. % 4

Aunque los aloinjertos son fuentes atractivas, existen varios problemas encontrados
al usarlos, incluido el riesgo de transmisién de enfermedades, inmunogenicidad,
pérdida de propiedades bioldgicas y mecanicas secundarias a su procesamiento,
ademas de mayor costo. En consecuencia, se estan realizando esfuerzos

significativos para desarrollar sustitutos ideales del injerto éseo. 11 13 14

12



Los tejidos 0seos descelularizados (xenoinjertos) se utilizan como un armazoén éseo
potencial para la regeneracion esquelética, ya que la matriz extracelular 6sea posee

la estructura 6sea nativa, asi como propiedades osteoinductoras y biomecanicas.!- 14

Con el objetivo de encontrar mas alternativas de tratamiento de los defectos éseos,
asi como buscar un material que presente menos limitaciones, surge la ingenieria de
tejidos, que busca crear continuamente, estructuras portadoras que regeneren y
restauren el estado funcional Oseo. Estas estructuras abarcan factores de
crecimiento, andamios biolégicos en evolucion e incorporacién de células madre

mesenquimatosas, proteinas y péptidos. 112 1314
Andamios

Son estructuras tridimensionales que construyen un microambiente nativo para el
tejido u érgano lesionado, que proporcionan a las células el apoyo necesario para su
proliferacién y el mantenimiento de sus funciones diferenciadas, transduce sefiales

biol6gicas para reparacion y regeneracion, y guia la reconstruccion del tejido. ! 1214

Las células interactian con estos dispositivos de manera activa en el proceso de
regeneracion del tejido, lo cual induce la liberacién de factores de diferenciacion y
crecimiento, mientras que sintetizan su propia matriz extracelular (MEC), que
proporciona un ambiente y arquitectura especificos del tejido, y sirve como reservorio

de agua, nutrientes, citocinas y factores de crecimiento. 1% 1214

Los polimeros derivados naturalmente como la colagena, el alginato y el &cido
hialurénico, son una amplia clase de redes poliméricas reticuladas que absorben gran
cantidad de agua o cualquier otro fluido biol6gico sin mostrar ninguna alternancia en
su arquitectura tridimensional, imitan el tejido huésped nativo y se usan ampliamente
para la fabricacion de andamios tridimensionales, su funcion, es apoyar el crecimiento

y la proliferacion celular. 2

En cuanto a las caracteristicas fundamentales que debe tener un andamio para poder

interactuar de manera favorable en el organismo son: *

e Biocompatibilidad. Integraciéon adecuada al tejido hospedero sin presentar

efectos toxicos o causar respuesta inmune.
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e Porosidad. Poros abiertos e interconectados, necesarios para la difusion de
nutrientes y gases y para la remocion de desechos metabodlicos como resultado
de la actividad celular.

e Propiedades de la superficie. Quimicas como topogréficas pueden controlar y
afectar la adhesién y proliferacién celular; las propiedades quimicas estan
relacionadas con la habilidad de las células para adherirse al material. Las
propiedades topograficas son fundamentales para la osteoconduccion.

e Osteoinductividad. Reclutamiento de células madre y osteoprogenitoras en el
sitio de regeneracion 6sea y estimulacion para diferenciarse hacia la linea
osteogénica;

¢ Resistencia mecanica.

e Biodegradabilidad. Con tasas de degradacion que igualen a las de formacion

Osea.
Alginato

El alginato es una biomolécula binaria, copolimérica lineal aniénica que contiene
blogues de residuos de B-D-manuronato (M) y a-L-guluronato (G) con enlaces (1,4);
ésta asemeja la estructura de los glicosaminoglicanos, uno de los principales
componentes de la matriz extracelular en el tejido humanao. El alginato es abundante
en la naturaleza y se puede encontrar como componente estructural de las algas

marinas pardas y como polisacarido estructural de las bacterias. 4 15 16

Es un biomaterial ampliamente investigado y utilizado para muchas aplicaciones
biomédicas, debido a su biocompatibilidad, baja toxicidad, costo relativamente bajo y
gelificacion leve mediante la adicion de cationes divalentes como Ca?*. Los hidrogeles
de alginato pueden prepararse mediante diversos métodos de reticulacion, y su
similitud estructural con las matrices extracelulares de tejidos vivos permite una

amplia aplicacion. # 15 16

El método mas comun para preparar hidrogeles a partir de una solucién acuosa de
alginato es combinar la solucion con agentes de reticulaciéon i6nicos, como los
cationes divalentes (es decir, Ca?*). Se cree que los cationes divalentes se unen
Unicamente a los bloques de guluronato de las cadenas de alginato. Los bloques de

guluronato de un polimero luego forman uniones con los bloques de guluronato de las
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cadenas de polimeros adyacentes en lo que se denomina “el modelo de caja de
huevos de reticulacion”, que resulta en una estructura de gel. El cloruro de calcio

(CaCl,) es uno de los agentes mas utilizados para reticular ibnicamente el alginato. #

15, 16
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Figura 1. “Modelo de la caja de huevo de la reticulacion” del alginato propiciada por

calcio en solucién

Los andamios de alginato tridimensionales (hidrogeles, microesferas, microcapsulas,
esponjas, espumas y fibras) se han utilizado ampliamente como portadores de células
en la ingenieria de tejidos debido a sus propiedades hidrofilicas, su estructura
tridimensional porosa, su excelente compatibilidad con los tejidos, baja toxicidad,
biodegradabilidad, ser inerte y no interactuar con sistemas biologicos en el huésped,
capacidad de quelacion, gelificacion suave mediante la adicion de cationes divalentes
como el Ca?, resistencia mecanica, adhesion y proliferacion celular, aumento de
fosfatasa alcalina, excelente mineralizacion y diferenciacion osteogénica; ademas de

su costo relativamente bajo.* 1 16
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Colégenatipo |

La colagenatipo | es la proteina mas abundante en la matriz extracelular (MEC), tiene
una estructura que favorece la deposicion de minerales y se une a las proteinas de la
matriz no colagena, que inician y controlan la mineralizacién por si mismas. La
coldgena se ha considerado un grupo de proteinas con una estructura molecular
caracteristica: la estructura fibrilar, que contribuye al andamiaje extracelular. Es decir,
la colagena juega un papel importante en el mantenimiento de la integridad biolégica

y estructural de la MEC y proporciona soporte fisico a los tejidos.*® 17

Ademas, la colagena ofrece baja inmunogenicidad, una estructura porosa,
permeabilidad, buena biocompatibilidad y biodegradabilidad y tiene funciones para
regular la morfologia, adhesion, migracién y diferenciacion de las células. Todos estos
buenos resultados hacen que este polimero natural parezca ser un biomaterial
prometedor para los andamios en la ingenieria de tejidos. Sin embargo, los andamios
de colagena carecen de resistencia mecanica y estabilidad estructural tras la
hidratacién, lo que limita sus aplicaciones en tejidos particulares. La reticulacion
intermolecular de los andamios de colagena se puede lograr por métodos fisicos o

guimicos, que pueden mejorar las propiedades mecanicas del andamio.*® 1’

Los biomateriales a base de colagena pueden originarse a partir de dos técnicas
fundamentales. El primero es una matriz de colagena descelularizada (altamente
purificado obtenido de la dermis) que preserva la forma original del tejido y la
estructura de la MEC, mientras que la otra se basa en la extraccion, purificacion y
polimerizaciéon de la colagena y sus diversos componentes para formar un andamio
funcional. Ambas técnicas pueden someterse a varios métodos y protocolos de
entrecruzamiento que son aplicables a una amplia variedad de fuentes de tejidos y

especies de origen. 1317 18
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tratamiento de las lesiones 6seas es a menudo limitado debido a que el proceso
de mineralizacién es complejo, pues requiere la organizacién espacial y temporal de
diversas moléculas tanto organicas como inorganicas. Presentandose situaciones
donde Unicamente se produce la reparaciéon del tejido éseo afectado, pero no una
regeneracion de este. Por lo tanto, es importante el disefio y la busqueda de

tratamientos que faciliten y promuevan el proceso de regeneracion 0sea.

JUSTIFICACION

Estudios recientes han demostrado que los AA cargados estan presentes en la zona
de coldgena donde la HA se nuclea intrafibrilarmente, ademas de estar presentes en
diversas proteinas asociadas al proceso de mineralizacién. La presencia de estos
amino&cidos en estas areas parece ser crucial para interactuar con los iones de Ca?*
y POs* necesarios para la precipitacién de la HA, es por ello que proponemos el
desarrollo de andamios (que funcionen como una matriz tridimensional en la cual las
células remanentes podran proliferar) a base de alginato de sodio, colagena tipo | de
rata y colagena comercial que permitan la incorporacion, liberacién controlada y
administracién localizada de aminoéacidos favoreciendo la biomineralizacion en

defectos 6seos.
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HIPOTESIS

Los aminoacidos (Acido glutamico y Fenilalanina) incorporados en los diferentes

andamios: Alginato de sodio, Colagena tipo | autégena y Coladgena xenogénica

favoreceran la mineralizacion en defectos 6seos.

OBJETIVOS

General

Evaluar si los aminoéacidos (Acido glutdmico y Fenilalanina) incorporados a los

andamios de alginato, coldgena autdgena y colagena xenogénica, favorecen el

proceso de biomineralizacién en defectos 6seos de tamafio critico en calvaria de rata

Wistar.

Especificos

a)

b)

d)

f)

Elaborar andamios de Alginato de sodio, Colagena | autégena y Colagena
xenogénica adicionados con los respectivos aminoéacidos (Acido glutamico y
Fenilalanina).

Determinar las caracteristicas microscopicas de los diferentes andamios
(Alginato de sodio, Colagena autégena y xenogénica) mediante microscopia
electrénica de barrido.

Determinar in vitro mediante el sistema de contradifusion en gel de silicato el
efecto de los aminoacidos (Acido glutdmico y Fenilalanina) en la
mineralizacion de cristales de fosfato de calcio.

Realizar el procedimiento quirirgico de defecto de tamafio critico en calvarias
de rata Wistar e implantar los andamios (Alginato de sodio, Colagena
autdégena y xenogénica).

Realizar la eutanasia y procesar las muestras de tejido para su analisis
mediante tincidn tricromica de Masson e inmunofluorescencia para identificar
BSP.

Realizar el andlisis de resultados (porcentaje de regeneracion ésea) mediante

histomorfometria.
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METODOLOGIA

En este estudio se requirieron 36 ratas macho de la cepa Wistar de entre 11y 12

semanas de edad, con un peso entre 250 y 300 gramos.

Las ratas se dividieron aleatoriamente en 4 grupos, cada grupo asignado para un

andamio distinto (Alginato, Colagena autégena y Colagena xenogénica):

Aminoacido Control Experimentales
Acido Fenilalanina | Acido glutamico
glutamico +
Andamio Fenilalanina
Alginato de sodio 3 ratas 3 ratas 3 ratas 3 ratas
Colagena autégena 3 ratas 3 ratas 3 ratas 3 ratas
Coladgena xenogénica 3 ratas 3 ratas 3 ratas 3 ratas

Fase 1. Elaboracién de los andamios
Andamios de alginato

Para la confeccién de estos andamios se realizé una solucion de 50 mL en agua
desionizada estéril de alginato de sodio de media viscosidad al 2% (Sigma-Aldrich,
United Kingdom) y una solucién de 100 mL de cloruro de calcio (MP Bio, France) a

concentracion de 100 mM.

Una vez preparadas las dos soluciones, se realiz6 la mezcla en un tubo eppendorf de
500 pL de CaCl; a una concentracion de 10 mM y 500 pL de alginato de sodio al 2%.
A esta solucion se le afiadié 1 mg (por andamio) de Acido glutamico, Fenilalanina o

Acido glutamico + Fenilalanina, segun fuera el caso.

Se armaron moldes con mascaras de neopreno grado alimenticio de 75 mm x 25 mm
(en los cuales se realizaron dos perforaciones circulares de 9 mm de didmetro cada
una) cuya base fue un portaobjetos fijado con pinzas. En el fondo del molde se
agregaron 30 pL de CaCl, 100 mM y se colocaron 300 pL de la solucién de alginato
con cloruro de calcio y el correspondiente aminoacido contenida en el tubo eppendorf
(evitando la formacién de burbujas); los moldes con la solucién se congelaron a -80°C
durante 5 minutos, transcurrido este periodo de tiempo, las muestras se retiraron del

ultracongelador y se les coloc6 en la parte superior 500 uL de CaCl, 100mM hasta
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gue las muestras descongelaran (5 min aproximadamente). Se retir6 el excedente de
la solucion de calcio y las muestras se retiraron de los moldes. Las muestras se
congelaron a-20°C y posteriormente se liofilizaron (Labconco Freeze Dryer 5) durante
6 horas. Una vez libres de agua, los andamios se empaquetaron en bolsas
individuales y se esterilizaron mediante luz UV (Spectroline ™ Microprocessor-
Controlled UV Crosslinkers) con exposicion de 120 mJ/cm? por 25 minutos de cada

lado.
Andamios de colagenatipo | obtenida de tenddn de cola de rata

Protocolo para la obtencién de colagena tipo | de colas de rata segin Jiménez

Santos:*°
Importante: siempre mantener la coladgena en una solucion fria (4°C).

* Seleccionar 5 colas de rata (almacenadas a -20°C) y desinfectarlas con etanol al
70% dejandolas completamente sumergidas. Los especimenes provienen de
animales de bioterio usados para condiciones de control sin tratamientos de otras

investigaciones y que fueron donados para la realizacion de este trabajo.
* Remover y desechar la piel.
* Remover los tendones de la cola y colocarlos en etanol al 70%.

* Pesar los tendones y agregar una solucién de acido acético pre-enfriada al 0.5 M,

en un volumen de 500 ml.
* Dejar agitar a 4°C durante 48-72 Horas.
* Centrifugar a 4°C a 7500 rpm durante 30 minutos, posteriormente descartar el pellet.

* Agregar un volumen de 500 mL de solucién con NaCl al sobrenadante para
precipitarlo a 4°C, dejar que el proceso se realice durante la noche y al dia siguiente

la colagena suspendida en la parte superior serd mucho mas facil extraerlo.

» Recoger la colagena insoluble por centrifugaciéon durante 30 minutos a 7500 rpm a
4°C.
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» Descartar el sobrenadante y resuspender el botén en &cido acético a una
concentracion de 0.25 M (dejar toda la noche en el agitador magnético en una camara

fria); no agregar mucho acido acético ya que puede diluir el colageno.

* Dializar contra solucion diluida de acido acético (1:1000; 1ml por L) a 4°C durante

tres dias y cambiar el buffer dos veces por dia, usar una membrana de 12-14 kDa.
* Clarificar la muestra por centrifugacién durante 2hrs a 7, 500 rpm.

* Alicuotar en tubos Eppendorf y liofilizar.

» Almacenar en contenedor estéril a 4°C.

Andamios de colagenatipo | autégena

Se prepararon diluciones de colagena tipo | en PBS (Phosphate Buffered Saline) pH
7.4 a concentracion 21 mg/mL a partir de una concentraciéon de 36 mg/mL. A cada
solucién se le afiadid 1 mg (por andamio) de Acido glutamico, Fenilalanina y Acido
glutdmico + Fenilalanina, segun fuera el caso. Posteriormente se armaron moldes con
la mascara de neopreno cuya base fue un portaobjetos a la medida fijado. Se cargd
la micro pipeta con 300 pL de solucién de coldgena para depositar en cada molde,
evitando la formacién de burbujas. Cargados los moldes, se congelaron las muestras
a -20°C. Se liofilizaron durante 6 horas. Los andamios liofilizados fueron
empagquetados en bolsas individuales y esterilizados mediante luz UV (Spectroline ™
Microprocessor-Controlled UV Crosslinkers) con exposicion de 120 mJ/cm? por 25

minutos de cada lado.
Andamios de colagena xenogénica (Surgispon®)

Se cortaron discos de Surgispon a un didmetro de 11 mm, hecho esto se preparé la
solucién de agua desionizada afadiendo 1 mg de cada aminoacido (por andamio):

Acido glutamico, Fenilalanina o Acido glutamico + Fenilalanina segun sea el caso.

Posteriormente se colocaron 200 L de la solucién en cada disco de Surgispon y se
introdujeron a la camara de vacio. Una vez deshidratados se empaquetaron en bolsas
individuales, se esterilizaron mediante luz UV (Spectroline ™ Microprocessor-
Controlled UV Crosslinkers) con exposicion de 120 mJ/cm? por 25 minutos de cada

lado.
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Todos los pasos para la elaboracion de los andamios se llevaron a cabo bajo
condiciones de esterilidad empleando una campana de flujo laminar (Air Science

PCR) y con el uso de agua e instrumentos esterilizados por autoclave.
Microscopia electrénica de barrido de los andamios

Una vez obtenidos los andamios, fueron sometidos (1 andamio por grupo) a

microscopia electrénica de barrido (SEM), con el fin de observar su microestructura.

La preparacion previa a la obtencion de las microfotografias, fue cortar coronalmente
cada uno de los andamios, realizar la desecacion quimica y posteriormente el secado
al punto critico (mediante la secadora de punto critico EM CPD300, Leica). Una vez
realizado este procedimiento, se llevé a cabo el recubrimiento de las muestras con
oro en un equipo DESK I, Denton Vaccum y finalmente, fueron colocadas cada una
de las muestras para su visualizacion a 100 X y 600 X mediante el microscopio

electrénico de barrido EVO-50 Carl Zeiss.
Fase 2. Pruebas in vitro y estudios de microscopia

Para dilucidar como es que las proteinas no colagenas y otras biomoléculas actian
en el proceso de biomineralizacion, se han disefiado estudios in vitro de
mineralizacién (precipitacién en geles) que buscan aportar informacion acerca del
mecanismo de accion de las biomoléculas a analizar y por tanto, dilucidar la funcién

gue tienen in vivo.?

En este caso, se utilizo un sistema de contradifusion en gel de silicato que permitiera
determinar si los aminoécidos: Acido glutamico, Fenilalanina y la mezcla de ambos,
tienen la capacidad de actuar como nucleadores y/o reguladores de cristales de
fosfatos de calcio. Este sistema, permite incorporar los aminoacidos en gel a
temperatura (37 °C) y pH fisiologicos (7.4) y que estos permanezcan estables durante
el experimento. El gel, no interacciona con el proceso, lo que permite conocer el efecto
de la biomolécula por si sola, ademés de aportar informacion de la nucleacion de
cristales de novo, la nucleacion heterogénea y la regulacion del crecimiento de los

cristales.
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» Formula para preparar gel de silicato de sodio:
* 2 mL de Metasilicato de sodio 1.06 gr/mL

* 1.8 mL de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) buffer 10
mM pH 7.4

* 0.2 mL de HEPES buffer 10 mM pH 7.4 més azida de sodio 1%
* 1.8 mL de HsPO* 1 M

« 20 pg/mL de Acido glutamico, Fenilalanina o la mezcla de ambos (20 pg/mL de Acido
glutamico + 20 pg/mL de Fenilalanina) segun fuera el caso para los grupos

experimentales.

* 20 pg/mL de albumina de suero bovino (BSA Sigma St Louis MO) para el control

negativo.
* El grupo control sin agregar proteina.
» Solucion de Cloruro de Calcio:
* 100 mM de cloruro de calcio en HEPES buffer 10 mM pH 7.4
Formacion de cristales de fosfato de calcio

El sistema para la formacion de los cristales de fosfato de calcio consistié en un casete
formado por dos vidrios de 7 cm x 9 cm x 3 mm, separados por un marco de neopreno
de 3 mm de grosor. El marco se ajustod a los vidrios, se sellé con silicon de vacio y

sujetadores metalicos para evitar fugas.

Se preparo la solucién que formaria el gel de silicato y en estado liquido se agregaron
5 mL al interior del sistema, los cuales incluian 100 pg/ml de cada aminoéacido, solos
y en combinacion. Posterior a la gelificacion de éste, se llend el sistema con la

solucion de cloruro de calcio (5 mL) y se sell6 el sistema incubandolo 30 dias a 37°C.
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Figura 2. Sistema de contradifusion en gel de silicato.?

Recuperacion de los cristales

Transcurrido el periodo para el crecimiento de los cristales, se recuperaron del gel de
silicato; estos fueron recolectados manualmente del gel con MicroMounts de 150 um
(MiTeGen Ithaca, NY) y almacenados en tubos eppendorf de 1.5 mL para su posterior

procesamiento y analisis con microscopia electronica de barrido.
Microscopia electronica de barrido de los cristales formados

La determinacion de la morfologia de los cristales formados en el sistema de
contradifusién en gel de silicato, fue realizada con el uso de un microscopio
electrénico de barrido (SEM) Leica-Cambridge Modelo StereoScan 440.

Fase 3. Cirugia de defectos 6seos en calvaria de rata

Procedimiento quirtrgico de 36 ratas Wistar macho de entre 11 y 12 semanas de
edad, con un peso entre 250 y 300 g (las ratas se dividieron aleatoriamente en 4

grupos ya mencionados al inicio de la metodologia).
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Instrumental y materiales

* Mepivacaina 2% con epinefrina 1:100 000
* Aguja 27 G

* PBS (Phosphate Buffered Saline)

* Yodopovidona

* Vycril 4-0

« Jeringa de 20 mL y aguja hipodérmica 21G
*» Gasas estériles

» Mango de bisturi # 3

* Hoja de bisturi # 15

+ Satin hemostético absorbible

* Carpule

* Legra de Molt

« Motor quirtrgico (NSK®)

+ Contrangulo para motor quirdrgico

* Trefina de 9 mm de diametro

* Cincel

* Pinzas de Adson sin dientes

* Portagujas

* Tijeras para corte de sutura
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Preparacion preoperatoria:

Se esterilizé de todo el material requerido en autoclave y se realizé la desinfecciéon

del campo.

Se indujo la sedacion utilizando Ketamina (80 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg), ambas
por via intramuscular; se realiz6 tricotomia de la zona quirdrgica y antisepsia de rutina
con yodopovidona; posteriormente, se aplic6 0.5 mL de anestesia en la zona

quirdrgica (Mepivacaina al 2% con epinefrina 1:100000).
Procedimiento quirargico:

1. Se realizé una incision lineal de 3 cm sobre el cuero cabelludo desde el hueso
nasal hasta la parte caudal de la cresta sagital media o bregma, hasta exponer el

vértice craneal.

2. Se separd con retractor para lograr una exposicion quirdrgica 6sea que previniera

lesiones de tejidos blandos / periostio durante la trefinacion de la calvaria.

3. Se creb el defecto 6seo critico por medio de una trefina de 9 mm de diametro
montada en un motor para implantes a 1,800 rpm irrigando abundantemente con

soluciéon amortiguadora de fosfatos estéril (PBS) para remover detritos.

4. Se realiz6 el clivaje del fragmento 6seo con ayuda de un cincel, teniendo especial

cuidado de no dafiar la duramadre.
5. Se irrig6 la zona con PBS para la remocion de detritos.

6. Se implant6 el andamio anteriormente confeccionado evitando presion excesiva en

el sitio del defecto.
7. Se sutur6 mediante puntos simples con Vycril 4-0.

8. Una vez terminada la cirugia, se limpi6 cuidadosamente la cabeza con PBS para

eliminar restos de sangre.

9. Se transfirié6 a cada una de las ratas a una incubadora calentada con oxigeno
suplementario, al completar la observacion, las ratas se transfirieron a jaulas de cria

normales (alimentacion con Rodent Diet 5001 ad libitum) hasta la eutanasia.
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Eutanasia

Al término del periodo, se utilizé monodxido de carbono durante 5 minutos o hasta que

los movimientos del animal cesaran.
Fase 4. Procesamiento histoldgico y andlisis de resultados

Una vez cumplidos los 4 meses, se evalud la mineralizacion mediante procesamiento
histologico, tinciones especificas, marcadores inmunohistoquimicos y analisis

morfométrico.
Preparacion para el analisis histoldgico

1. Se hizo una marca de referencia, como una muesca, en el hueso fuera del area
del defecto para asegurar una correcta orientacion en el andlisis posterior.

2. Se realizo la fijacion del tejido proveniente de la calvaria con formaldehido al 10%
por 24 horas.

3. Se descalcificé en formaldehido con acido nitrico al 5% por 60 horas, y finalmente
se embebié en parafina.
Se realizaron cortes secuenciales para tefiir con Tricromica de Masson.
Se utilizaron cortes en blanco para realizar la tinciébn inmunohistoquimica para
identificacibn de un anticuerpo contra la proteina Sialoproteina 6sea y

posteriormente, evaluar el resultado en un microscopio para fluorescencia.
Analisis histomorfométrico

El analisis histomorfométrico se realiz6 en las reconstrucciones panoramicas
obtenidas de las laminillas procesadas; utilizando el software Zen Lite (Carl Zeiss) se
calculd el nimero de pixeles de las zonas donde habia neoformacion ésea; una vez
obtenidos los valores, se contrastd con la reconstruccién panoramica del fragmento
0seo obtenido del clivaje en la cirugia. El valor de los pixeles obtenidos de esta
muestra fueron utilizados como el 100%, para asi mediante una regla de tres, conocer

el porcentaje de hueso formado en los defectos.
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Inmunofluorescencia

Se utilizaron cortes en blanco para realizar la tincion inmunofluorescencia para

identificacion de Sialoproteina 6sea (BSP) en los siguientes grupos:

» Alginato control.

+ Alginato + Acido glutamico

+ Alginato + Acido glutamico + Fenilalanina

« Colagena autégena + Acido glutamico

+ Colagena xenogénica + Acido glutamico

+ Colagena xenogénica + Fenilalanina

Se realiz6 el protocolo para la desparafinizacion de los tejidos de las laminillas,

siguiendo la secuencia que se menciona a continuacion:

Solucién Concentracién Tiempo
Xylol 80% 10 minutos
Xylol 70% 10 minutos
EtOH 100% 3-5 minutos
EtOH 95% 3-5 minutos
EtOH 70% 3-5 minutos
EtOH 50% 3-5 minutos
PBS dos lavados 3-5 minutos

Se realiz6 doble tincion de inmunofluorescencia con anticuerpos policlonal de
conejo y cabra contra BSP y monoclonal contra BSP (Santa Cruz Biotechnology,
Inc. USA). Los cortes fueron tratados con BSA al 2% en PBS por una hora a
temperaturas ambientes e incubados en diluciones 1:100 de los anticuerpo
monoclonales por 2 horas a 4 °C. Posteriormente, se realizaron lavados con PBS
con Tween 20 al 0.1% dos veces y un lavado con PBS por 5 minutos cada uno.
Al terminar, los cortes fueron incubados con el anticuerpo secundario conjugado
FITC-anti-raton, diluido 1:50 durante 2 horas a temperatura ambiente. Las
muestras fueron evaluadas utilizando un microscopio para fluorescencia

(Axioskope 2, Carl Zeiss, Germany) con la combinacion de filtros apropiados.
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Analisis estadistico

Una vez obtenidos los porcentajes en pixeles del tejido 6seo neoformado
mediante el software ZEN Lite (Carl Zeiss, Germany) en las reconstrucciones de
los cortes histologicos (2 muestras por grupo) haciendo la comparacién con el
fragmento total 6seo obtenido del clivaje transoperatorio (100%); se realiz6 el
analisis estadistico de varianza ANOVA y se compararon todas las columnas
obtenidas a través del test de Bonferroni. Ambos analisis se realizaron en el
software GraphPad 8 (GraphPad Software Inc. USA).
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RESULTADOS
Fase 1. Elaboracién de los andamios

A continuacién, se muestra la imagen macroscépica de los andamios realizados, cuya

medida son 9 mm de didmetro.

Figura 4. Vista macroscopica de los andamios:

A) Alginato control, B) Alginato + Acido glutamico, C) Alginato + Fenilalanina, D)
Alginato + Acido glutamico + Fenilalnina.

E) Colagena autdégena control, F) Colagena autégena + Acido glutamico, G)
Colagena autégena + Fenilalanina, H) Colagena autégena +Acido glutamico +
Fenilalanina.

I) Colagena xenogénica control, J) Colagena xenogénica + Acido glutamico, K)
Colagena xenogénica + Fenilalanina, L) Colagena Xenogénica+ Acido glutamico +
Fenilalanina.

Fuente propia
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Microscopia electrénica de barrido de los andamios

Una vez obtenidos los andamios y seleccionados (uno de cada grupo), se sometieron
a microscopia electrénica de barrido (SEM), a fin de observar su estructura.

Las microfotografias obtenidas muestran estructuras porosas (con tamafios variables
de los poros, aproximadamente 150 um) cuyas funciones principales son la adhesion,
proliferacion y migracion celular.

Figura 5. Microfotografias obtenidas mediante microscopia electronica de barrido
(SEM) de los distintos andamios:

A) Alginato control, B) Alginato + Acido glutamico, C) Alginato + Fenilalanina, D)
Alginato + Acido glutamico + Fenilalnina.

E) Colagena autgena control, F) Colagena autégena + Acido glutamico, G) Colagena
autégena + Fenilalanina, H) Colagena autégena +Acido glutamico + Fenilalanina.

) Colagena xenogénica control, J) Colagena xenogénica + Acido glutamico, K)
Colagena xenogénica + Fenilalanina, L) Colagena Xenogénica+ Acido glutamico +
Fenilalanina.

Fuente propia



Fase 2. Pruebas in vitro de mineralizacion y estudios de microscopia

Posterior a los ensayos de formacion de cristales de fosfato de calcio y la recoleccion
de los mismos, se realizaron observaciones mediante microscopia electronica de
barrido (SEM). Esta herramienta permitié6 determinar la morfologia tridimensional de
los cristales formados en presencia de los aminoacidos y de los grupos controles con
BSA y sin proteina (figura 8).

En las microfotografias se observé la morfologia que los cristales adquieren en
presencia de Acido glutamico, Fenilalanina y Acido glutamico + Fenilalanina a los 30
dias de incubacion. Se formaron estructuras esféricas de aproximadamente 200
micras de diametro conformadas de mudltiples cristales que emergen del centro del
cristal. Dichas estructuras son caracteristicas de proteinas asociadas al proceso de
mineralizacion (figura 7).

— 100pm IFURAM  2/5/2015 100pm IFUNAM  2/5/2015
15.0kV LED SEM WD 8. 8mm 15.0kV LED SEM WD 9. 0mm

— 100pm IFUNAM  2/5/2015
15.0kV LED SEM WD 9.0mm

Figura 6. Imagenes obtenidas por medio de microscopio electronico de barrido;

muestran la formacion de una fase mineral al colocar: A) Acido glutamico, B)
Fenilalanina y C) Acido glutamico y Fenilalanina a una concentracion de 100 pg/ mL

en un sistema de contradifusion en gel de silicato, en condiciones de incubacion
especificas (30 dias, 37 °C). 32
Fuente propia



SM-56686

108

X488 Sexm JSM-5608 BIREKBS X1 € MEE < JSHEa5uE

B v 3l

Figura 7. Microfotografias obtenidas por microscopia electronica de barrido (SEM);
se muestran la formacion de los cristales obtenidos en el sistema de contradifusion
en gel de silicato inducidos con hrCEMP1.

Ay C) muestran esférulas con un didmetro de 130-150 um formadas en presencia
de hrCEMPL1 a los 14 dias de incubacion.

B y D) muestran la superficie de las esférulas (A 'y C respectivamente), constituidas
por multiples cristales alargados en forma de fideos, teniendo un origen comun en
el centro de la esférula. 22




Las microfotografias muestran la morfologia de las estructuras formadas después de
30 dias de incubacion (sin proteina y con BSA, respectivamente). En ambos casos se
observan placas de un grosor promedio de 10 um y una longitud variable con bordes
irregulares.

X58 S588xmm LCM IFUNAM A58 SB8Mm LCM IFUNAM

Mag= 250X Detector = SE1
EHT = 20,00 kV'

Mag= 250X Detector = SE1
EHT =20.00 kv

Figura 8. A y B) Microfotografias de las estructuras obtenidas en el sistema de
contradifusion en el gel de silicato sin el uso de aminoacidos C y D) Estructuras
formadas en presencia de una proteina que no participa en el proceso de
biomineralizacion (BSA). %



Fase 3. Cirugia de defectos 6seos en calvaria de ratay colocaciéon del implante

|‘~ ‘ & N E

Figura 9. A) Incision lineal de 3 cm sobre el cuero cabelludo, B) Retraccion de tejidos
blandos/periostio que prevenga lesiones durante la trefinacion de la calvaria, C) Creacion
del defecto 6seo critico por medio de una trefina de 9 mm de diametro, D) Clivaje del
fragmento 6seo, E y F) Implantacion del andamio confeccionado, G) Sutura mediante
puntos simples con Vycril 4-0. Fuente propia



Fase 4. Procesamiento histolégico y andlisis de resultados

Andlisis histol6gico e histomorfometria

Se estudiaron cortes histolégicos con diversas condiciones: andamios control
(Alginato, Colagena autdgena y Colagena xenogénica) y andamios experimentales
(Alginato, Colagena autégena y Colagena xenogénica + Acido glutamico, Fenilalanina
y Acido glutamico + Fenilalanina, segun fuera el caso). Los defectos se analizaron a
los 120 dias.

Alos 120 dias los cortes histol6gicos que pertenecian a los grupos controles (Alginato,
Coladgena autdgena y Coldgena xenogénica), sélo presentaban una capa de tejido
conjuntivo fibroso que unia los bordes del defecto, no se observaban reacciones
inmunes o neoformaciones 6seas. (Figuras 8 A, 9 Ay 10 A).

El corte histologico que pertenecia al grupo experimental del Alginato + Acido
glutdmico demostré la formacién de una isla de tejido 6seo en el centro del defecto
unida a los bordes del mismo por una capa de tejido conectivo fibroso vascularizado.
(Figura 8 B).

A su vez, el corte histolégico de Alginato + Fenilalanina demostr6 una pequefia
formacion ésea, que se extendia del borde del defecto, aunque como tal, el defecto
seguia unido por una delgada capa de tejido conjuntivo. (Figura 8 C).

En el corte histologico del Alginato + Acido glutamico + Fenilalanina, se presenté una
capa gruesa de tejido 6seo que llenaba casi la totalidad el defecto. (Figura 8 D).

En el grupo experimental de Colagena autégena + Acido glutamico se observé la
formacion de mdltiples islas de tejido 6seo en el centro del defecto unidas a los bordes
del mismo por una capa gruesa de tejido conectivo fibroso vascularizado. (Figura 9
B).

El corte histoldgico de Colagena autdgena + Fenilalanina mostr6 una pequefia
neoformacion dsea en el centro del defecto, que se encontraba unida a los bordes del
defecto por una delgada capa de tejido conjuntivo fibroso. (Figura 9 C).

En el corte histolégico de Colagena autégena + Acido glutamico + Fenilalanina se
presentd una pequefia formacién cercana a uno de los bordes del defecto, que se
encontraba unida al borde del lado contrario por delgadas pero mdltiples capas de
tejido conjuntivo fibroso. (Figura 9 D).

En cuanto al corte histoldgico de Colagena xenogénica + Acido glutamico el resultado
observado, fue la formacion de mdltiples islas de tejido 6seo en el centro del defecto
unidas a los bordes del mismo por una capa gruesa de tejido conectivo fibroso
vascularizado. (Figura 10 B).

El corte histologico obtenido de Colagena xenogénica + Fenilalanina denot6 la
formacion ésea en una Unica y pequefia isla en el centro del defecto y mdltiples en
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uno de los bordes del mismo, unidas todas estas islas por una gruesa capa de tejido
conectivo fibroso vascularizado. (Figura 10 C).

Por Gltimo, en el corte histologico obtenido de Colagena autégena + Acido glutamico
+ Fenilalanina se presentd una capa gruesa de tejido 6seo que llenaba casi la
totalidad el defecto. (Figura 10 D).

Los resultados obtenidos de la histomorfometria fueron los siguientes:

Porcentaje de relleno éseo

Aminoacido Control Experimentales
Acido Fenilalanina  Acido glutamico
glutdmico +
Fenilalanina
Alginato de sodio 0% 21.35% 3.88% 74.03%
Colagena autégena 0% 60.05% 4.67% 57.89%
Colagena 0% 24.87% 23.13% 51.14%
xenogénica
Porcentaje de regeneracién osea

100 1

90 1

7 m Control

70 1

60 m Acido glutamico

50 1

40 4 Fenilalanina

30 1 .

m Acido glutamico y
207 Fenilalanina
10 1
O T T 1
Alginato de Colagena Colagena
sodio autégena Xenogenica

Gréfica 1. Histomorfometria. Se muestra el porcentaje de
neoformacion dsea en los grupos controles y experimentales.
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Andamios de alginato

100%
90%
80%

70%
60%
50%
40% -
30% ‘
20% ‘
> W
0% I

Alginato + Acido Alginato + Fenilalanina Alginato + Acido
glutamico glutdmico + Fenilalanina

Rk kA

Andamios de colagena autégena

100%
90% |

80% *EKK
[ | I

70%
60%
50%

Colagena autégena + Colagena autégena + Colégena autégena +
Acido glutamico Fenilalanina Acido glutamico +
Fenilalanina

EEEK

40%
30%
20%
10%

0%

100% Andamios de colagena xenogénica
(1]

90%

80% *hEF
70%
60% FEEE
50%

40%

30%

20%
10%
0%

Colégena Xenogénica + Colagena Xenogeénica + Colagena Xenogénica +
Acido glutdmico Fenilalanina Acido glutamico +
Fenilalanina

Gréficas 2, 3y 4. Se muestra el porcentaje de neoformaciéon de
tejido 6seo de los grupos experimentales, separados por andamio.
De acuerdo al analisis estadistico ANOVA (P<0.0001) con un post
test de Bonferroni.



Figura 10. Reconstruccion panoramica de las calvarias de rata a 120 dias.

A) Alginato control.

B) Alginato y Acido glutamico.

C) Alginato y Fenilalanina.

D) Alginato, Acido glutamico y Fenilalanina.

Las flechas indican los bordes del defecto. Tefidas con Tricrémica de Masson.

Fuente propia



Figura 11. Reconstruccién panordmica de las calvarias de rata a 120 dias.

A) Colagena autégena control.

B) Colagena autégena y Acido glutamico.

C) Colagena autégena y Fenilalanina.

D) Colagena autégena, Acido glutamico y Fenilalanina.

Las flechas indican los bordes del defecto. Tefidas con Tricrémica de Masson.

Fuente propia



Figura 12. Reconstruccion panoramica de las calvarias de rata a 120 dias.

A) Colagena xenogénica control.

B) Colagena xenogénica y Acido glutamico.

C) Colagena xenogénica y Fenilalanina.

D) Colagena xenogénica, Acido glutamico y Fenilalanina.

Las flechas indican los bordes del defecto. Tefidas con Tricrémica de Masson.

Fuente propia



Inmunofluorescencia

La expresion del marcador osteogénico (Sialoproteina dsea) se evalu6 a los 120 dias.
La Sialoproteina 6sea se expresd en osteocitos y osteoblastos en los grupos
experimentales, no asi, en el grupo control.

Figura 13. Imagenes representativas obtenidas por microscopio de fluorescencia.
A) Alginato de grupo control (la presencia de BSP se encuentra positiva en el

hueso propio de rata), B) Alginato + Acido glutamico, C) Alginato + Acido
glutamico + Fenilalanina, D) Coladgena autégena + Acido glutamico, E)
Colagena xenogénica + Acido glutamico, F) Colagena xenogénica +
Fenilalanina.

OB (Osteoblastos), OCT (Osteocitos), FCT (Tejido conjuntivo fibroso)

Fuente propia
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Discusion

La biomineralizacién es un proceso complejo, ya que se requiere la disposicion
ordenada y especifica de los cristales de fosfato de calcio en una matriz 6sea
organica.> % 24 La matriz 6sea organica que se encuentra rodeando a las células,

delimita espacialmente la disposicion de los minerales, asi como los sitios donde

comenzara la misma.® %

Las interrogantes acerca del complejo proceso de biomineralizacion han llevado al
establecimiento de teorias acerca de cOmo es que ocurre, y es que se sabe que las
proteinas no colagenas actlian de manera activa en el proceso.® ?* En este sentido,
Hunter y Goldberg reportaron que el efecto de la Sialoproteina ésea (BSP) en el
proceso de la mineralizacion esta relacionado Unicamente por sus regiones de

aminoacidos &cidos (acido aspartico y acido glutamico).?*

Actualmente, se sabe que sin la presencia de las proteinas no colagenas el proceso
de mineralizacién no se lleva a cabo, ya que varias de estas moléculas actiian como
iniciadores en la formacion de los cristales de hidroxiapatita y en la regulacion de su
crecimiento. Se puede destacar a proteinas como la BSP, que actia como un
nucleador de los cristales minerales, la Osteocalcina afecta la remodelacion y el
reconocimiento de superficies minerales, la Osteopontina y la Osteonectina regulan

el tamafio, el tipo y el crecimiento de los cristales formados. 24

Se han identificado que las proteinas no colagenas asociadas a la formacién de
cristales de fosfato de calcio, comparten caracteristicas en comdn, estas son: a) se
trata de proteinas acidas (regiones abundantes en aminoacidos con carga negativa:
acido glutamico, 4cido aspartico y fosfoserina), estas regiones tienen un efecto sobre
la morfologia de la hidroxiapatita, pues reconocen y dirigen el crecimiento de los
cristales en un plano especifico, ¢) estan glicosiladas y fosforiladas y d) tienen afinidad
por la hidroxiapatita.?> 2® Estudios previos han demostrado la formacion de cristales
de hidroxiapatita en forma de esférulas formados por mdultiples cristales obtenidos
en sistemas de contradifusion en gel inducidos con &cido glutdmico, acido aspartico
y serina.?% 2’ Dichos resultados son comparables con los obtenidos en este trabajo,
empleando &cido glutdmico, &cido aspartico y fenilalanina en el sistema de

contradifusion en gel de silicato. Nuestros resultados indican que dichos aminoacidos
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promueven la nucleacién y crecimiento de cristales de fosfato de calcio de una
manera similar a la que se obtiene usando proteinas asociadas al proceso de

mineralizacion.

En el trabajo realizado por Jahromi MT, Yao G, Cerruti M, se menciona que la Arginina
(aminoacido positivamente cargado) muestra un efecto inhibitorio sobre la
precipitacion de la hidroxiapatita, mientras que el Acido glutamico presenta un efecto
potente sobre la cristalizacion de la misma, al comparar estos aminoacidos con

diferentes cargas.?®

Debido a que nuestros resultados de la promocion de la mineralizacion en el sistema
de contradifusion fueron positivos, confirmando que el uso de acido glutamico, acido
aspartico y la fenilalanina fomentan la nucleacion y regulacion del crecimiento de
cristales de fosfato de calcio; decidimos evaluar si su uso solos 0 en combinacion
incorporados a andamios de Alginato, Colagena autdégena y Colagena xenogénica

tenian un efecto positivo en la regeneracion ésea, en un modelo in vivo.

Jahromi MT, Yao G, Cerruti M.2®6 mencionan que, si hay mas de un tipo de
aminodacidos en la solucién, los efectos de los aminoacidos individualmente no se
suman, sino que se amortiguan el uno al otro, pues forman complejos entre ellos y no
con los iones presentes en la solucion. Sin embargo, en el presente trabajo pudimos
observar que los aminoacidos utilizados de manera aislada no tenian el mismo efecto
que en sinergia, pues presentaron un mejor resultado en el porcentaje de
regeneracion 6sea; ademas, que el mejor efecto lo tuvo el andamio de Alginato de
sodio y la Colagena autégena, pues demostré mayor porcentaje de regeneracion, sin
la presencia de infiltrado inflamatorio, por lo que inferimos que son los materiales de

predileccién para la regeneracion ésea.

Nuestros resultados en cuanto al indice de regeneracion, fueron contrastados con los
obtenidos en estudios previos de regeneracion 6sea mediante el uso de péptidos
(HACD1/CAP, CEMP1-p3)%, factores de crecimiento e incluso células troncales®;
estos muestran condiciones de regeneracion similares a las obtenidas con el uso de
los aminoacidos Acido glutamico + Fenilalanina en los andamios de Alginato de sodio
y Colagena autégena, presentando como ventajas significativas la accesibilidad en

cuanto a su obtencion, manipulacion y costo.
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La presente investigacion se llevdo a cabo como estudio piloto, para conocer la
respuesta de estos aminoacidos de manera in vitro y posteriormente in vivo
incorporados a andamios tridimensionales. Al tener una respuesta favorable en la
mayoria de los casos, se debe pensar en la ampliacion de la muestra para estudios
futuros, que nos ayuden a respondernos interrogantes como: si su efecto se
incrementa ante una mayor concentracion de estos aminoacidos, si la combinacién
de amino&cidos negativamente cargados aumentara el porcentaje de regeneracion y

si el tiempo favorece su respuesta.

Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio, podemos inferir, que los
aminoacidos con carga negativa desempefian un papel importante en la
biomineralizacion, ya que estos fueron analizados in vitro (sistema de contradifusiéon
en gel de silicato) y posteriormente in vivo (incorporados a sistemas bioldgicos),
teniendo resultados satisfactorios y muy similares en ambas fases a las proteinas
involucradas en el proceso de biomineralizacién, teniendo como ventaja su

accesibilidad.

Especificamente, podemos inferir, que la mezcla de los aminoacidos Acido glutamico
y Fenilalanina incorporados a andamios de Alginato y Colagena autdgena constituyen
una alternativa prometedora para aplicaciones clinicas futuras debido a su bajo costo,
facilidad de obtencién, manipulacion y estabilidad; sin embargo, es importante
resaltar que el andamio de Alginato de sodio presenta mayor predilecciéon para la
regeneracion Gsea, ya que, la sinergia de ambos aminoacidos tuvo mejores

resultados en este material tridimensional.
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Perspectivas

A pesar de haber obtenido resultados significativos del papel que desempefan los
aminoacidos in vitro interactuando con los iones presentes en el sistema de
contradifusion en el gel de silicato, es de importancia someter a un sistema in vivo
dichas biomoléculas, para lograr una comprension mas profunda de la interaccion
gue los aminodcidos tienen en un sistema biolégico en condiciones similares a las
fisiol6gicas, en donde existen factores que podrian influir en la precipitaciéon de la

hidroxiapatita.

Por lo tanto, la prueba in vitro propuesta es un cultivo celular al cual se le adicionen
aminoécidos (Acido glutamico y Fenilalanina) solos y en combinacion para evaluar la

expresion de marcadores asociados al proceso de mineralizacion.

Otro punto importante a considerar, es que, como se ha mencionado anteriormente,
los aminoacidos positivamente cargados como la Arginina, tienen un efecto inhibidor
en la precipitacion de la hidroxiapatita y los aminoacidos negativamente cargados
como el Acido glutamico presentan un efecto potente sobre la cristalizacion de la HA,
por lo que sientan las bases para ser aprovechadas estas caracteristicas en el
tratamiento de enfermedades patol6gicas causadas por una mineralizacion excesiva

en tejidos blandos y en la terapia 0sea regenerativa, respectivamente.
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