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l. Resumen
El aumento en el numero de trastornos relacionados con el tejido 6éseo ha llevado a
avances significativos en las estrategias de regeneracion en las ultimas décadas, el
estudio de cultivos tridimensionales (3D), en especifico de los esferoides se han
posicionado como un elemento clave en la regeneracion de tejidos ya que solos o
en conjunto con andamios han demostrado tener mayor expresion de marcadores
relacionados con el proceso de mineralizacibn en comparacion con el cultivo en
monocapa, sin embargo, en cuanto al estudio propiamente de la estructura
esferoidal existen pocos estudios que analizan como es la organizacion de las
células en el interior del esferoide. Objetivo. - Sintesis y caracterizacion de
esferoides de osteoblastos con enfoque en la regeneraciéon de tejido 6seo.
Metodologia. - La sintesis de los esferoides se llevé a cabo con la técnica de
superposicion de liquidos, para la caracterizacion se realizaron ensayos de
viabilidad y andlisis morfolégico que incluyeron tinciones histolégicas de
hematoxilina y eosina (HyE), tricomico de Masson y para la evaluacién de
marcadores de mineralizacion se realiz6 tincion con alizarina roja y la deteccion de
marcadores especificos como osteopontina (OPN), osteocalcina (OCN) vy
sialoproteina 6sea (BSP) por medio de inmunohistoquimica. Resultados. — las
células de osteoblastos mostraron la capacidad de formar esferoides bien
delimitados, compactos y estables con valores de viabilidad ascendentes por 14
dias. En cuanto su organizacion se observé que inicialmente las células se
concentran principalmente en la periferia de la estructura, para posteriormente
reorganizarse y distribuirse de forma generalizada por toda la estructura del
esferoide lo que les permite la expresidon de moderada a severa en cantidad e
intensidad de los marcadores de mineralizacion de la matriz osteoide.
Conclusiones. - Este estudio brinda un panorama mucho mas claro acerca de la
dindmica interna de los esferoides de osteoblastos confirmando su aplicacion

potencial en la ingenieria de tejidos.




. Astract
The increase in the number of disorders related to bone tissue has led in recent
decades a significant advance in regeneration tissue strategies, the study of three-
dimensional cell cultures, (3D) specifically spheroids, has placed itself as a key
element in tissue regeneration either alone or in conjunction with scaffolds. In vitro
studies have shown that spheroids have a higher expression of markers related to
the mineralization process compared to monolayer culture, however, there are few
studies that analyze the organization of cells inside the spheroid. Objective. -
synthesis and characterization of osteoblast spheroids with a focus on bone tissue
regeneration. Methodology. - The synthesis of the spheroids was made with the
liquid superposition technique, for the characterization, viability tests and
morphological analysis were carried out, included histological stains of hematoxylin
and eosin (H&E), and Masson's trichome, the evaluation of mineralization markers
were performed with alizarin red staining and finally detection of specific markers
such as osteopontin (OPN), osteocalcin (OCN) and bone sialoprotein (BSP) were
made by immunohistochemistry. Results. -osteoblast cells line showed the ability to
form well-defined, compact and stable spheroids with ascending viability values for
14 days. Regarding its organization, it was observed that initially the cells are
concentrated mainly in the periphery of the structure, to later reorganize and
distribute themselves in a generalized way throughout the structure of the spheroid,
which allows them the expression of moderate to severe in quantity and intensity of
markers of mineralization of the osteoid matrix Conclusions. - This study provides
a much clearer analysis of the internal dynamics of osteoblast cells spheroids,

confirming their potential application in tissue engineering.




Il INTRODUCCION

I.I DESARROLLO Y CARACTERISTICAS DEL CULTIVO 3D

El embriélogo estadounidense Ross Granville Harrison desarroll6 las primeras técnicas de
cultivo celular in vitro en la primera década del siglo XX. En enero de 1912 se desarrollo la
primera linea celular derivada de fragmentos de corazén de un embrién de pollo, esta linea
celular se logré mantener en un medio de cultivo Ringer y debido a la realizacién de lavados
y cambios constantes de medio, estas células se lograron mantener por largos periodos de
tiempo. A esto se le conocié como cultivo en monocapa. (1)

El desarrollo de métodos para la proliferacion y el mantenimiento de células en cultivo
monocapa fue un acontecimiento innovador en biologia in vitro, sin embargo, conforme se
fue popularizando su uso llego a mostrar multiples limitaciones; se observé que las células
epiteliales provenientes de explantes al ser colocadas en cajas plasticas de cultivo u otros
sustratos sélidos, conforme comenzaban a proliferar perdian su fenotipo diferenciado, junto
con esta pérdida también se limitan muchas caracteristicas importantes especificas de
6rganos y atributos funcionales que suelen ser motivo de investigacion, por ejemplo, las
células epiteliales de las vias respiratorias en cultivos monocapa no forman cilios y no
adquieren la capacidad de secretar moco, los queratinocitos epidérmicos no forman capas
estratificadas diferenciadas con funcion de barrera, por lo que la funcionalidad de los
cultivos en monocapa con aplicacion hacia la toxicologia, desarrollo de farmacos e
investigacion basica se comenzé a limitar. (2)

Con la finalidad de responder las mdultiples interrogantes de cuales eran los motivos por los
cuales las células pierden su fenotipo, se realizaron multiples investigaciones una de ellas
fue el estudio de la diferenciacion de las células mamarias. La glandula mamaria del raton
crece desde los pezones hasta las almohadillas de grasa mamaria bajo la influencia de las
hormonas de la pubertad, posteriormente se diferencian debido a las hormonas del
embarazo para producir estructuras alveolares que producen leche. Si se extirpa el pezén
antes de la pubertad, la almohadilla de grasa permanece como un sitio ideal para el
trasplante posterior de células aisladas, por tanto, la funcién de las células del epitelio
mamario puede estudiarse de forma mas clara. Epitelio mamario normal del ratén al ser
colocado en cultivo en monocapa y expuesto a hormonas del embarazo mostraron ausencia
de diferenciacion para producir estructuras organizadas o para producir proteinas de la
leche, sin embargo, las células cultivadas al ser implantadas nuevamente en la almohadilla

de grasa mamaria del raton adquirian nuevamente la capacidad para formar conductos y
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estructuras asociadas, demostrando que el estroma tisular es fundamental para la
diferenciacion y funcion de las células parenquimatosas. (2)

En los cultivos en monocapa las células se adhieren a un sustrato de vidrio o plastico y
estan en contacto con otras células solo en su periferia, debido a la ausencia de gradientes
de oxigeno, nutrientes o desechos, el ambiente no es fisioldgicamente uniforme, este cultivo
no permite que las células se apilen unas sobre otras, sino que se ven obligadas a adoptar
una morfologia plana, o que no es natural para todos los tipos de células. (3) Para
proporcionar una alternativa fisioldgicamente mas relevante a este tipo de cultivo, se
desarrolld el cultivo celular tridimensional o 3D el cual permite que las células adquieran
caracteristicas presentes en los tejidos incluyendo morfologia, diferenciacién, polaridad,
tasa de proliferacién, expresion génica, heterogeneidad celular, asi como gradientes de
nutrientes y oxigeno. (4)

La idea del cultivo de células en 3D se concibié originalmente en 1907, cuando Ross
Harrison de la Universidad Johns Hopkins llevé a cabo el primer experimento cultivando
fragmentos de tubo neural de embriones de rana en linfa de rana fresca en un cubreobjetos,
y una vez que la linfa se coaguld, invirtié el cubreobjetos en un portaobjetos que tenia una
depresion. Esta fue la primera demostracién del "cultivo de gota colgante”. El uso de cultivo
3D se refiere al proceso de crecimiento de células en su contexto nativo o entorno in vivo.
Esto se hace mediante la adicién de una tercera dimension, que puede imitar las complejas
interacciones entre las células y la matriz extracelular (MEC), a diferencia de los cultivos en
monocapa donde las células se exponen homogéneamente al medio, en los cultivos en 3D
se observan gradientes a la exposicion tanto de oxigeno como de nutrientes. Debido a su
similitud arquitecténica con los tejidos in vivo, los cultivos de células 3D conservan las
caracteristicas fenotipicas y funcionales de sus contrapartes in vivo, proporcionando asi un
sistema in vitro fisiol6gicamente mas relevante para evaluar las respuestas bioldgicas. (5)
Las principales diferencias biolégicas entre ambos tipos de cultivo son:

1. Expresion génica. - proteinas de unién como la ocludina, zona occludens (ZO) -1,
E-cadherina, B-catenina y cingulina se expresan abundantemente en células
cultivadas en 3D, mientras que se expresan minimamente cuando las mismas
células se cultivan en monocapa. Otra caracteristica que contribuye a la naturaleza
no fisiolégica de los cultivos en monocapa es la incorrecta localizacién de uniones
estrechas y marcadores de polaridad. En los cultivos 3D estas proteinas se localizan
en las zonas celulares funcionales, por ejemplo, en tinciones realizadas para ZO-1,

E-cadherina, y P-catenina mostraron que estaban localizadas en las interfaces




célula-célula en células A549 de epitelio alveolar cultivadas en ambientes 3D,
mientras que en cultivos en monocapa mostraron un patrén difuso de tincion para
estos marcadores. (6)

2. Morfologia celular. - Varios estudios han confirmado que la morfologia celular y la
arquitectura de las células en 3D representan con mayor precision tejidos in vivo,
por ejemplo, las células epiteliales intestinales, cuando se cultivan en 3D, se
organizan en pliegues en forma de vellosidades que se asemejan mucho a las
microvellosidades intestinales. Las lineas celulares de céncer de ovario y
endometrio, muestran las caracteristicas citolégicas de las células tumorales
primarias, como variacién en el tamafio celular, polimorfismo nuclear y nucléolos
prominentes. Las células epiteliales mamarias no malignas forman estructuras
acinares organizadas de detencién del crecimiento que se asemejan a un humano

normal tejido mamario. (7)

11l FORMACION ESFEROIDES
En el cultivo tridimensional las células tienden a agregarse y pasar por el proceso de

autoensamblaje; el autoensamblaje significa que las células individuales constituyen
esferoides multicelulares por si mismas, es un fendbmeno natural que ocurre durante la
embriogénesis, morfogénesis y organogénesis. (8)

El proceso de formacién de los esferoides se divide en varios pasos, primero las células
individuales presentes dentro del medio se aglomeran para formar esferoides de células
poco adhesivas, esta fase involucra la presencia de las fibras de cadena larga con multiples
motivos RGD (aminoacidos Arg-Gly-Asp) con la unién de la integrina de la superficie celular
gue inicialmente proporcionan una agregacion rapida de células dispersas. En una segunda
fase la E-cadherina promueve una fuerte adhesién del agregado celular inicial creando
uniones hemofilicas entre las cadherinas de las células periféricas; ademas, el complejo de
B-catenina facilita la transducciéon de sefiales celulares. La actina también puede afectar la
aglomeracion al promover los contactos entre las células adyacentes, como resultado se

forman esferoides multicelulares con fuertes adhesion. (Fig. 1) (9)
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Figura 1. Método de formacion de esferoides

Las cadherinas son proteinas que tienen una funcion vital desde las etapas embrionarias,
La E-cadherina (CDH1) es una molécula de adhesién transmembranal homofilica
dependiente de Ca?' que es considerada un componente central de la formaciéon de
esferoides. En la fase embrionaria la unién celular mediada por E-cadherina inicia la
aglomeracion del cuerpo embrionario, si se bloguea la accion de esta proteina se produce
una inhibicion considerable de la aglomeracion del cuerpo. (10) Por otra parte, las integrinas
son proteinas de adhesién transmembranal compuestas por subunidades a y B de
heterodimeros que facilitan la conexién célula-MEC durante la migracién celular. (11)

Una mayor interaccion célula-célula y célula-matriz inducen modificaciones significativas en
la red citoesquelética dentro de cada célula del agregado 3D, las cadherinas activadas
transducen la sefial a través de dominios intracelulares mediante la interaccién con el
complejo de adhesion (compuesto por pl20-catenina, B-catenina, a-catenina y otras
moléculas involucradas en la organizacion citoesquelética) que permite el contacto fisico
directo y la posterior transferencia de sefiales al filamento de actina. Las integrinas también
conducen a la activacion del complejo de adhesion y la transmision de sefales dentro de la
célula a través de la remodelacion del citoesqueleto de actina. Se ha demostrado que la
forma celular compacta se acompafia de una menor tension en el citoesqueleto debido a la
expresion de filamentos de actina orientados en paralelo que contornean el interior de la
célula. La expresiéon de a-tubulina, como componente de los microtibulos tiene un papel
fundamental en la reordenacion de actina para el mantenimiento celular dentro de los
agregados 3D. (12) (13)




Ademas de la iniciacion de la unién celular, las moléculas de adhesién a través de la
reorganizacion del citoesqueleto proporcionan fuerza mecénica las cuales regulan varias
funciones bioldgicas lo que sugiere que las propiedades mecanicas podrian ser criticas para
comprender el comportamiento de los cultivos 3D. (13)

Por otra parte, en cuanto a la organizacion de las células dentro del esferoide, de acuerdo
al aporte de oxigeno y nutrientes se han descrito zonas clasicas donde se distinguen células
proliferantes, inactivas, apoptoticas o hipéxicas. Las células en proliferacion se encuentran
principalmente en la capa externa de los esferoides debido a que estan expuestas a
cantidades suficientes de nutrientes provenientes del medio de cultivo. (Fig. 2) Las células
en el nucleo de los esferoides tienden a estar en estados inactivos o hipdxicos porque se
enfrentan a la falta de oxigeno, factores de crecimiento y nutrientes. La heterogeneidad
celular dentro de una poblacién celular es bastante relevante para tejidos, 6rganos e incluso

tumores in vivo. (14)

Nutrientes ) P )
oxigeno (o
\A 4
Y A Figura 2. Esquema que representa el
\ aporte de nutrientes y oxigeno al
P - ( esferoide; las células del exterior reciben

una mayor nutricion y oxigeno que
aquellas localizadas en el interior.

El diametro del esferoide es uno de los parametros criticos que afectan la distribucion de
oxigeno y nutrientes dentro del esferoide; el tamafio de un esferoide puede controlarse
mediante la densidad celular y el flujo de liquido durante el proceso de cultivo, asi como la
duracion del mismo. Curcio y colaboradores Investigaron la distribucion de la concentracion
de oxigeno, glucosa y lactato dentro de un esferoide demostrando que la concentracion de

oxigeno y la viabilidad celular disminuyen con el aumento del diametro del esferoide. (15)




11 TIPOS DE CULTIVOS 3D
Los recientes avances en los campos de la biologia celular, técnicas de microfabricacion e

ingenieria de tejidos han permitido el desarrollo de diferentes tipos de cultivos en 3D como
son los esferoides, esferoides multicelulares, organoides y tumoroides.

Los cultivos de esferoides multicelulares fueron desarrollados inicialmente por Sutherland
en 1970 para recapitular el fenotipo funcional de las células tumorales y su respuesta a la
radioterapia. Se obtienen tipicamente de cultivos unicelulares que se auto-ensamblan o se
fuerzan a agregar. En el caso de los esferoides formados por células tumorales tienden a
asemejar al escenario tumoral complejo, ya que estan compuestos por varias areas y capas
especializadas donde las células tienen diferentes comportamientos fenotipicos,
funcionales y metabdlicos. En particular, muestran una arquitectura espacial bien
organizada con una capa proliferativa externa, una zona intermedia compuesta por células
inactivas y senescentes y un nucleo interno apoptético y necrético resultante de la
distribucion deficiente de nutrientes y oxigeno en estas areas. (16)(17)

El volumen del esferoide aumenta exponencialmente en las primeras etapas y es seguido
por un periodo de estabilizacién en el que alcanzan una especie de equilibrio, adquiriendo
una forma mas regular y disminuyendo en volumen. Esta Ultima fase es importante para el
desarrollo de la organizacion funcional y estructural del propio esferoide. (16)

A diferencia de los esferoides que se originan de lineas celulares previamente establecidas,
los organoides crecen a partir de células madre o tejido sano o tumoral que se caracterizan
por conservar la funcionalidad y la apariencia del tejido original. (18) La estructura organoide
refleja las caracteristicas especificas de los tejidos en términos de distribucion de tipos
celulares diferenciados, arquitectura global y funciones especificas de tejidos y células. Los
cultivos organotipicos a largo plazo se establecen complementando el medio con factores
de crecimiento especificos de tejido sin capas alimentadoras. (16)

Los organoides imitan la gran mayoria de las funciones y caracteristicas de los érganos, las
principales desventajas es que todos los organoides carecen de vasculatura, que es
esencial para el transporte de nutrientes y desechos, ademas de que pueden carecer de
tipos de células clave que se encuentran in vivo, y finalmente algunos replican solo las
primeras etapas del desarrollo de los 6rganos. Por ejemplo, los organoides de retina no
tienen los segmentos externos y los fotorreceptores no maduran completamente para
volverse sensibles a la luz, mientras que los organoides cerebrales no desarrollan

completamente caracteristicas posteriores, como las capas de placas corticales.(19) (17)
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Hasta la fecha, se han establecido cultivos de organoides para una amplia variedad de
tejidos libres de enfermedad, asi como para muestras tumorales malignas desarrollando el
modelo del tumoroide los cuales reflejan las caracteristicas genéticas y fenotipicas del lecho
tumoral, como la heterogeneidad y la organizacion espacial 3D. Numerosas otras
caracteristicas facilitan su uso como modelo para estudiar el cancer, en particular, al ser de
origen humano no se ven obstaculizados por las diferencias entre especies cuando se
utilizan como modelado de enfermedades, que es el principal inconveniente de utilizar
modelos animales. (16) Todo lo anterior refleja el potencial que tienen los diferentes tipos
de cultivo 3D en el estudio de enfermedades, asi como en el entendimiento de procesos

biolégicos.

IV METODOS DE FORMACION DE ESFEROIDES
Existen multiples metodologias para la formacién de los esferoides, el tipo de técnica de

cultivo celular 3D elegida depende del tipo de células, el origen del tejido, el objetivo del
estudio y la necesidad de capacidades de alto rendimiento. Dentro de las metodologias mas
reportadas en la literatura se encuentran:

e Cultivo de pellets. - En este sistema, las células se concentran en el fondo del tubo
mediante fuerza centrifuga. Para formar esferoides se centrifuga una suspensiéon
celular en un tubo de fondo cénico a una velocidad de 500 g durante 5 minutos, para
optimizar este proceso, la suspension celular se puede incubar en un agitador
durante una hora antes de la centrifugacion; las adherencias entre células se
maximizan por la proximidad de las células individuales en la parte inferior del tubo.
(Fig. 3)

Si bien una gran cantidad de células puede agregarse rapidamente, una desventaja
es el esfuerzo cortante de la centrifugacion que puede dafiar las células. Este
método se utiliza para formar esferoides de diametro bastante grande que pueden

crear una baja concentracion de oxigeno en el centro. (20)
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Figura 3. Método de
formacion de esferoides
por medio de
centrifugacion

Superposicion de liquidos. — Esta técnica fue descrita en los afios 70’s, también

llamada cultivo en suspension estética, forma esferoides al evitar que las células se

adhieran al plato de cultivo, esto se logra colocando una base de agar o gel de

agarosa que impide dicha adhesion debido a la caracteristica de alta hidrofilicidad.

Dado que las uniones celulares estan inhibidas, las células se unen unas con otras

de forma esponténea al promover moléculas adhesivas célula-célula. (Fig. 4) (21)

(22)

ke

Agarosa
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Figura 4. Método de
formacion de esferoides por
superposicion de liquidos




Gota colgante. — Esta técnica permite que las células individuales se agreguen al
mantenerse dentro de una gota de medio de cultivo, al controlar el volumen de la
gota o la densidad de la suspension celular, es posible controlar el tamafio del
esferoide. Esta técnica puede formar esferoides circulares que tienen una

distribucion estrecha de tamafio con un coeficiente de variacion del 10% al 15%,
mientras que el crecimiento de esferoides en los métodos de cultivo superficial no
adherente tiene un coeficiente de variacion del 40% al 60%. Un método general
implica partir de un cultivo de células monocapa, después de lo cual las células se
preparan como suspension y se diluyen con medio de cultivo para alcanzar la
densidad celular deseada. Posteriormente, la suspensién de células se distribuye
en los pocillos de una mini bandeja y se invierte toda la estructura. Las gotas de
suspension celular unidas en la mini bandeja permanecerian en la superficie

invertida por la tension superficial. En este método, los esferoides se forman como

gotas debido a la accién simultdnea de la tension superficial y la fuerza gravitacional.
(Fig. 5) (8)

Figura 5. Método de formacion de esferoides de gota colgante

Cultivo rotatorio. — esta técnica consiste en crear esferoides al evitar que las células
en suspension se asienten y al promover colisiones de célula a célula mediante
agitacion constante. Para la formacion de los esferoides, se colocan células en
suspension en el matraz rotatorio, la transferencia de fluidos y masas dentro del
matraz son controladas mediante fuerzas convectivas generadas por agitacion

magnética. Mantener una velocidad de rotacion constante es fundamental, una

13




velocidad de agitacion demasiado lenta permitira que los esferoides se asienten,

pero una demasiado alta causara dafio celular debido al esfuerzo cortante del fluido;

una ventaja es que el movimiento del fluido ayuda al transporte de masa dentro y
fuera de los esferoides. (Fig. 6) (9) (20)

Figura 6. Método de cultivo
tridimensional rotatorio

Microfluidos. — Cuando se utilizan microfluidos, las células fluyen a través de una
red de microcanales hacia microcadmaras donde se dividen y se exponen a un flujo
micro-rotacional que hace que las células se agreguen. Este método de cultivo tiene
dimensiones de microescala que corresponden a la escala de microestructuras in
vivo, ademas. Los dispositivos de microfluidos emplean materiales permeables al
oxigeno y factores de crecimiento que afectan la proliferacién. Este rasgo
caracteristico de esta tecnologia puede disminuir la hipoxia, que es una desventaja

inevitable del cultivo de esferoides. (8) (23)

Levitacibn magnética. — Esta técnica se basa en la utilizaciéon de particulas
magnéticas y se integra con hidrogeles segun las condiciones dadas. Este sistema
utiliza magnetoforésis negativa, que puede imitar una condicion de ingravidez, por
lo que, debido a la fuerza magnética, las células permanecen levitando contra la

gravedad, esta condicién induce el cambio de geometria de la masa celular y
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promueve el contacto entre las células, lo que conduce a la agregacion celular.
Ademads, este sistema puede facilitar el co-cultivo multicelular con aglomeracién de

diferentes tipos de células. (24)

.V CULTIVOS 3D EN LA REGENERACION DE TEJIDOS

Las terapias basadas en células son una alternativa prometedora en la regeneracion de

tejidos, los esferoides representan un enfoque para abordar las deficiencias de las células
individuales que se inyectan o trasplantan liboremente en el cuerpo, las cuales se eliminan
rapidamente o se dificulta la permanencia en el sitio a regenerar ocasionando ya sea la
migracion o muerte.(25)

Durante las ultimas dos décadas, los esferoides se han vuelto cada vez més relevantes
para las aplicaciones de ingenieria de tejidos. Inicialmente se evaluaron las caracteristicas
de secrecion de insulina de esferoides de tejido pituitario por su potencial como 6rganos
endocrinos bio-artificiales, desde ese informe, (26) se ha expandido el uso de esferoides en
aplicaciones de ingenieria de tejidos abordando diferentes tipos de tejidos.

Los esferoides pueden contribuir directa o indirectamente a la formacion de tejido, en
comparacion con las células en monocapa, los esferoides secretan mayores
concentraciones de factores troficos que aceleran la angiogénesis, promueven la migracion
celular y modulan el microambiente inflamatorio local, lo que los hace ideales para la
ingenieria de tejidos. Mas alla de la secrecion de factores enddgenos, los esferoides se han
propuesto como bloques de construccién prometedores para la fabricacién de tejidos
disefiados, ya que pueden agregarse alin mas en el disefio de tejido grandes.

El uso de esferoides como bloques est4d basado en evitar las interrupciones en las
interacciones célula-célula que pueden ocurrir cuando las células en monocapa se
siembran en andamios, un desafio identificado en la ingenieria de tejidos vasculares.(25)
Por otra parte la formacion de esferoides dependiendo del tipo de célula se ha observado
gue aquellos formados por células madre pluripotentes humanas (hPSC) exhibieron una
mayor capacidad de fusién que los agregados de células diferenciadas. Estos datos
sugieren que existe un protocolo Optimo con respecto a la secuencia de fusion y
diferenciacién para cada fuente celular y tejido disefiado.(27) (28)

La formacion y reparacion 6sea es una interaccién entre la angiogénesis, impulsada por la
sefializacion local de VEGF (factor de crecimiento del endotelio vascular), y la disponibilidad
local de células encargadas de la regeneracion, que puede lograrse trasplantando células

diferenciadas o estimulando la diferenciacion de las células huésped. La aplicacion de los
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esferoides generalmente van en conjunto con biomateriales que brinden soporte temporal
al cultivo 3D. (28)

En cuanto a la regeneracion de tejido 6seo, al analizar el potencial de regeneracién de los
de esferoides de células madre mesenquimales osteo-inducidas se ha demostrado una
regulacion positiva de marcadores intermedios y tardios de osteogénesis como ostepontina
(OPN) y sialoproteina 6sea (BSP). OPN es una fosfoproteina de glicosilacion secretada, no
colagena, que se expresa durante las etapas temprana e intermedia de la osteogénesis,
por otra parte, BSP también es una fosfoproteina acida, no coladgena, que normalmente se
expresa en tejidos mineralizados como el hueso y la dentina. La sobre-regulacion de estos
genes sugiere que pueden fungir como una sefial asociada a la matriz que promueve
directamente la diferenciacién osteogénica y resulta en una mayor produccién de una matriz
mineralizada en los esferoides de MSC. (29) Por otra parte, su analisis en defectos criticos
en ratas demostré que a la 8va semana del implante del esferoide dichos defectos tenian
un 50% de fuerza en comparacion con el hueso sano sugiriendo que esta estrategia tiene
la capacidad de inducir una respuesta osteogénica, mejorando el reclutamiento de
osteoblastos en el sitio de implantacion, en lugar de actuar como fuentes de hueso nuevo
(30). Finalmente, cuando los esferoides son colocados sobre andamios que imitan la
geometria de la matriz extracelular del hueso aumentan el potencial osteogénico, la
disposicién de las fibras del andamio juegan un papel importante en la reorganizacion del
citoesqueleto que altera varias vias de sefalizacion bioquimica, favoreciendo vias de
sefializacion relacionadas con la osteogénesis, por lo que la combinacion de los esferoides
con andamios que logren imitar las caracteristicas de la matriz 6sea son una opcién

terapéutica que potencia la regeneracion del tejido 6seo.(31)

I.VI NECESIDADES DE REGENERACION OSEA EN LA REGION MAXILOFACIAL

La cavidad bucal es la regién del cuerpo que mas dafio al tejido 6seo tiene, esto es debido

a las multiples enfermedades que afectan el hueso que da soporte a los érganos dentarios
aunado al riesgo de desarrollo de patologias o traumatismos que pongan en riesgo la
integridad Gsea.

Dentro de las afecciones mas comunes que afectan a la cavidad bucal y al hueso se
encuentra la enfermedad periodontal la cual se caracteriza por la destruccién de las
estructuras de soporte del diente. Su persistencia y progresion causa pérdida de insercion,
pérdida de hueso alveolar y la consiguiente movilidad de los dientes. (32) esta enfermedad

se considera que ocupa el lugar numero 11 de todas las enfermedades a nivel mundial,
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estimandose una prevalencia del 20% al 50% a nivel mundial, siendo una de las
principales causas de la pérdida de los érganos dentarios (33) Por otra parte, el desarrollo
de neoplasias malignas en cavidad bucal es otra alteracion que llega a desarrollar defectos
0seos en dicha region, para el 2018 se estimo6 una incidencia de 354,864 casos a hivel
mundial,(34)

Las anomalias craneofaciales y los defectos 6seos resultantes de la pérdida 6sea debido a
un traumatismo, cirugia reconstructiva, neoplasia, defectos congénitos, infeccion o
enfermedad periodontal presentan un problema dificil y desafiante para el profesional de la
salud debido al reto que representa restaurar la forma, y funcién. Las terapias
convencionales estan dirigidas al uso de protesis o injertos 6seos, sin embargo, la eficacia
de estas técnicas estd limitada a la morbilidad del sitio donante, el alto costo y los recursos
tisulares insuficientes. (35)

El proceso de cicatrizacion de fracturas y la reparacién 6sea son procesos posnatales que
reflejan muchos de los eventos ontoldgicos que tienen lugar durante el desarrollo
embrionario del esqueleto. Se cree que la recapitulacién de estos procesos ontoldgicos
hace que la curaciéon de fracturas sea uno de los pocos procesos posnatales que es
verdaderamente regenerativo, restaurando el érgano esquelético dafiado a su composicion
celular, estructura y funcién biomecanica previa a la lesion.(36)

El injerto 6seo es uno de los métodos quirdrgicos mas utilizados para aumentar la
regeneracion 6sea en procedimientos ortopédicos. Mas de dos millones de procedimientos
de injerto 6seo se realizaron anualmente en todo el mundo, que es el segundo trasplante
de tejido mas frecuente inmediatamente después de la transfusion de sangre. Los sustitutos
Oseos sirven principalmente como funciones combinadas de soporte mecanico y osteo-
regeneracion, que involucran tres propiedades bioldgicas importantes: osteoconduccion,
osteoinduccion y osteogénesis.(37)

Los injertos se pueden clasificar en tres principales grupos:

1. Autoinjertos 6seos

Injertos de hueso autélogos. - Un injerto 6seo extraido de un sitio anatémico y trasplantado

a otro sitio dentro de los mismos individuos, con la posesién de propiedades
osteoconductoras, osteoinductivas y osteogénicas, un injerto 6seo autélogo puede
integrarse en el hueso huésped de manera mas rapida y completa, por lo que se lo
considera el estdndar de oro en el tratamiento de defectos 6seos y el punto de referencia

en la evaluacidén de otros injertos y sustitutos éseos. Sin embargo, los inconvenientes del
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autoinjerto se han informado ampliamente y estan relacionados con el proceso de
extraccion, que incluyen complicaciones y dolor en el sitio donante, aumento de la pérdida
de sangre, aumento del tiempo operatorio, potencial de infeccién del sitio donante y
volumen limitado de material disponible. (38)

Los autoinjertos de esponjosa. — Consiste en el injerto de pequefios fragmentos de hueso

€esponjoso se caracteriza por contener pocos osteoblastos y osteocitos, pero abundantes
células madre mesenquimales (MSC) las cuales sobreviven como resultado de la isquemia
durante el trasplante, lo que ayuda a mantener el potencial osteogénico y la capacidad de
generar hueso nuevo a partir del injerto. Ademas, la gran superficie de un autoinjerto
esponjoso facilita la revascularizacién superior y la incorporacién del injerto localmente al
hueso huésped. Las proteinas derivadas del injerto, que se atribuyen a la osteoinduccién
del injerto, también se conservan y estan presentes cuando los autoinjertos se tratan

adecuadamente.

Los autoinjertos corticales poseen una excelente integridad estructural y son de soporte

mecanico, debido a su nimero limitado de células osteoprogenitoras. A diferencia del injerto
esponjoso autélogo, la sustitucion progresiva del autoinjerto cortical esta mediada
principalmente por osteoclastos tras la rapida formacion de hematomas y la respuesta
inflamatoria en la fase temprana de la regeneracion 6sea, ya que los procesos de
revascularizacién y remodelacion se ven estrictamente obstaculizados por la densa
arquitectura. En consecuencia, el crecimiento 6seo aposicional sobre un nacleo necrético
es el medio dominante de incorporacion del autoinjerto cortical después de la resorcion de
los osteoclastos. Este proceso puede llevar afios, segun el tamafio del injerto y el lugar de

implantacion.

2. Injertos alogénicos
Se refiere al tejido 6éseo que se extrae de un individuo y se trasplanta a un individuo
genéticamente diferente de la misma especie [57], [58]. Teniendo en cuenta la limitacion de
los injertos 6seos autdlogos, el aloinjerto 6seo se considera la mejor alternativa a los
autoinjertos y se ha utilizado eficazmente en la practica clinica en muchas circunstancias,
especialmente para aquellos pacientes con escaso potencial de curacién, pseudoartrosis
establecida y conminucion extensa después de fracturas. El aloinjerto se puede mecanizar

y personalizar y, por lo tanto, esta disponible en una variedad de formas, que incluyen
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derivados Gseos corticales, esponjosos y altamente procesados (es decir, matriz 6sea
desmineralizada). En comparacién con los autoinjertos, se ha descubierto que los
aloinjertos son inmunogénicos y muestran una mayor tasa de fallos, que se cree que es
causada por la activacion de antigenos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).
La fase inicial de osteoinduccién seria destruida por la respuesta inmune y las células
inflamatorias, que podrian rodear rapidamente al neovascular, provocando la necrosis de
las células osteoprogenitoras. Incluso el mecanismo exacto de la respuesta inmune en la
incorporacion de aloinjertos 6éseos no esta claro; Los estudios han encontrado que la
aceptacion del aloinjerto mejora cuando se reduce la inmunogenicidad modificando el
aloinjerto para estrechar las diferencias de histocompatibilidad. Otro problema es el riesgo
de transmision viral, que se ha mejorado significativamente con el desarrollo de bancos de
tejidos modernos y la mejora de la tecnologia de procesamiento. En funcién de estas
situaciones, la aplicacion de aloinjertos frescos siempre es limitada y los aloinjertos

modificados conservados suelen ser los preferidos en las practicas clinicas.

3. Injertos sintéticos

La grave escasez de injertos 6seos naturales ha desencadenado el desarrollo del mercado
de injertos y sustitutos 6seos (BGS). Las ceramicas de sulfato de calcio, fosfato de calcio
(CaP), cementos de CaP, vidrio bioactivo o combinaciones de los mismos son los sustitutos
0seos sintéticos mas comunmente disponibles en la actualidad.(37)

Debido a la gran necesidad de regeneracion 6sea que tiene la cavidad bucal y la regién del
macizo facial se han estado creando nuevas estrategias de regeneracion que compensen
las limitaciones que representan los autoinjertos, una de ellas es la aplicacion de cultivos
3D, los cuales ha demostrado tener un alto potencial en la sintesis de tejido nuevo, si bien
ya se encuentra descrito como es el mecanismo de formacién de estas estructuras
tridimensionales adin no se cuenta con amplia informacién acerca de como es la
organizacién celular dentro de la estructura del esferoide por lo que se llevd a cabo el

siguiente proyecto de investigacion.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION.

En la regién maxilofacial hay una importante necesidad de regeneracion de tejido debido a
la etiologia multifactorial, el estandar de oro en la regeneracion del tejido éseo son los
autoinjertos, sin embargo, estos tienen algunas desventajas como la necesidad de un
segundo sitio quirargico, la disponibilidad de tejido en el caso de defectos déseos grandes y
finalmente el riesgo de infeccién, por lo que ha habido la necesidad de estudiar nuevas
estrategias de regeneracién 6sea que incluyen el uso de cultivos en 3D los cuales han
demostrado tener el potencial de mimetizar los tejidos in vivo. Por ello, el conocer la
organizacién celular de los esferoides de osteoblastos y su capacidad de formaciéon de
matriz mineralizante permitirh comprender como es la dinamica de la organizacion de estas
estructuras, asi como su potencial de regeneracion de tejido éseo. Sin embargo, es poca la
informacién acerca de como es la organizacién celular dentro de la estructura esferoidal por

lo que se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

. ¢,Como es la organizacion celular de los esferoides de osteoblastos?

. ¢, Colmo es la expresion de marcadores relacionados con la mineralizacion en los

esferoides de osteoblastos?
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V. OBJETIVOS

Objetivo General

Sintetizar y caracterizar esferoides de osteoblastos para su aplicacion en la regeneracion

de tejido 6seo.

Objetivos Especificos
e Determinar el crecimiento y viabilidad de los esferoides.

e Analizar la morfologia y organizacion celular de los esferoides.

o Establecer la expresion de marcadores relacionados con la mineralizacion de la
matriz osteoide.
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VI. HIPOTESIS

La organizacion celular de los esferoides de osteoblastos permitird evaluar la morfologia

3Dy el analisis de expresion de marcadores relacionados con la formacién de tejido mineral.
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VIl.  METODOLOGIA

e Cultivo celular
Se cultivaron y expandieron osteoblastos fetal humanos (hFOB 1.19 ATCC® CRL-11372)
cultivado en medio de cultivo (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB),
una solucién de antibiéticos (penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 ug/ml) y fungisona
(0.3 pg/ml) y 100 mM de L-glutamina. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de
37°C y en una atmosfera de 95% de aire y 5% de CO, en un ambiente con 100% de
humedad. Una vez que lleguen a 90% de confluencia se utilizaron para realizar la formacién
de esferoides. Asimismo, los esferoides obtenidos de hFOB fueron cultivados en medio
osteogénico compuesto por 50 uM de acido ascérbico, 10 mM de B-glicerolfosfato y 107 M

de dexametasona.

o intesi Esferoi
Una vez que los cultivo en monocapa e los hFOB presento una confluencia del 80-90%
fueron sometidos a la accion de la tripsina para realizar el conteo celular con azul de tripano
y camara de neubauer. Para la formacion de los esferoides se utiliz6 el método de
superposicion de liquidos, el plato de cultivo se cubrié con agarosa al 1%, posterior a su
solidificacion fueron sembradas aproximadamente entre 3x10° células/ml, con la finalidad
de determinar el nimero de células necesario para la correcta formacion y manipulacion

del esferoide.

e Crecimiento de los esferoides
Para poder analizar cémo es el crecimiento de los esferoides se llevé a cabo la formacion
de los mismos con la técnica antes descrita a una densidad de 3x10° células/ml,
manteniendo el cultivo durante 1, 3, 7, y 14 dias. Se realizo el seguimiento mediante
microfotografias tomando mediciones con el programa AMSCOPE. El andlisis fue realizado
con una n = 10 esferoides por dia de seguimiento para obtener la media del diametro del

crecimiento.

. Tincion cristal violeta

Para realizar un primer analisis relacionado a la morfologia de las células que conforman el
esferoide se realizaron tinciones con cristal violeta; al tercer dia de la formacion de los
mismos fueron fijados con 4% paraformaldehido (PFA) e incubados durante 24 h,

posteriormente se retir6 el PFA y se lavaron dos veces con PBS y una vez con agua
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minutos, se retird el cristal violeta y posteriormente fueron realizados lavados con agua

destilada para retirar el exceso de colorante. Finalmente se observaron los esferoides bajo
microscopia optica.

e En Viabili lular
Para realizar evaluar la viabilidad de los esferoides incubados a 1, 3, 7 y 14 dias de cultivo,
se utilizé el ensayo de resazurina (Resazurin Cell Viability Assay Kit). Pasado el tiempo de
cultivo, se adiciono la sal de resazurina al 10% (v/v) por lo cual para cada pozo de cultivo
del esferoide se agregaron 200 ul y se incubaron por 24 h para poder asegurar la
penetracion del reactivo en la estructura del esferoide. La reduccion del reactivo que permite
detectar la viabilidad de las células por la conversién de una tincion no fluorescente a un
color rojo altamente fluorescente en respuesta a una reducciéon quimica del medio de cultivo
resultado del crecimiento celular fue medida a una absorbancia de 545 nm utilizando un
lector de microplacas (ChroMate, Awareness Technology). El ensayo se realizado por

triplicado, utilizando el cultivo en monocapa como control de la viabilidad.

e En fluor nci ITrackerTM

Para realizar los ensayos por fluorescencia se realiz6 mediante el kit de Cell Tracker™
Green CMFDA Dye (Invitrogen). Brevemente, los cultivos de HFOB a 80-90% de
confluencia se incubaron con CellTracker™ Green CMFDA (5-chloromethylfluorescein
diacetate) en un medio libre de rojo fenol a 37°C por 30 minutos, a continuacion, el cultivo
celular fue lavado con PBS e incubado por una hora con medio completo. Posteriormente
las células hFOB fueron tripsinizadas, y se contd a la concentracion celular deseada (3x10°
células/ml) e incubados a 1, 3, 7 y 14 dias de cultivo. Finalmente fueron observados
utilizando microscopia de epifluorescencia base LED (modelo T670Q-PL-FLLED-B,
AMSCOPE).

e Cortes histologicos
Para realizar un analisis mas detallado acerca de la organizacion celular de los esferoides

fueron realizados cortes histol6gicos a 2 um. Se analizaron esferoides a los dias 3, 7 y 14,
dias de cultivo, los cuales fueron fijados en 4% de formaldehido hasta su procesamiento.
Fueron sometidos a un proceso de deshidratacion con soluciones de formol/acetona al

70%, 80%, 90%, 100% y xilol/acetona por 10 min, posteriormente fueron incluidos en
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parafina grado histoldgico. Se realizaron cortes histolégicos con microtomo manual a 2
pm. Posteriormente las laminillas fueron desparafinas en estufa a 58°C por 30 min, y en
xilol por 10 minutos y finalmente fueron realizados lavados con alcohol-xilol, alcohol
absoluto, alcohol a 96% y agua. Se mantuvieron a temperatura ambiente hasta realizar las

tinciones pertinentes.

e Tincion con hematoxilina v eosina (HVE)

Se procedi6 a tefiir las laminillas con hematoxilina de Harris por 3 minutos, se realizaron
lavados con agua corriente para eliminar el exceso de colorante, posteriormente se realizé
un pase rapido en alcohol acido y alcohol al 96°, posteriormente fueron colocadas en Eosina
durante 30 segundos, finalmente fueron realizados lavados con alcohol al 96% y absoluto

para finalmente ser montadas en resina para su analisis en microscopio optico.

e Tincidn tricémico de Masson
Una vez que las laminillas fueron desparafinadas se colocaron en solucién de Bouwin
durante 10 minutos a 58°C, posteriormente las laminillas se colocaron en hematoxilina de
Weigert, escarlata de Biebrich, acido de Masson y azul de anilina durante 10 minutos cada
uno, finalmente fueron lavadas en agua destilada y montadas en resina para su andlisis en

microscopio éptico.

e Tincion de alizarina roja
Las laminillas desparafinadas fueron colocadas en solucién de alizarina roja al 2% por 10
minutos, se realizaron lavados con acetona y acetona-xilol para finalmente ser montadas

en resina para su andlisis.

e |nmunohistoguimica
Se procedii a realizar nuevamente cortes histologicos a 2 pm y colocarlos en laminillas

silanizadas para realizar la técnica de inmunohistoquimica; se procedié a desparafinar en
xilol por 15 minutos y alcoholes a distintas concentraciones por 10 minutos (absoluto, 90%
70%, 50% y 30%). Posteriormente se procediia la recuperacion antigénica con sustrato de
sodio a 1:10% pH 6.2, se utilizod el kit de DAKO lote 00055075 Ref. K5204, el bloqueo de la
peroxidasa enddgena por 8 minutos, se efectuaron lavados con agua destilada, finalmente
las laminillas se dejaron en reposo durante cinco minutos en amortiguador de fosfato salino.

El tejido se incub6 durante 45 minutos con los anticuerpos primarios marca Santa Cruz
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Biotechonology (osteocalcina sc-30044, OPN sc 20788, BSP Il sc 292393), para
deteccion de la reaccion se utilizé 3,3-diaminobenzidina-H20O2 (DAKO) como sustrato bajo

el microscopio por 5 minutos, las reacciones fueron contrastadas en Hematoxilina de Harris

por 10 segundos y montadas en resina para su analisis en microscopio éptico.

e Analisis de resultados
La descripcién de los datos se realizé de forma descriptiva, en el caso de las variables
cuantitativas, se reportaron medidas de tendencia central (media) y medidas de dispersién
(desviacién estandar). Para el analisis de las diferencias entre grupos se realizé la prueba
ANOVA, Se tomo como valor estadisticamente significativo p < 0.5. el andlisis de realizo en
el programa SPSS V.25.
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VIlIl. RESULTADOS

a) Crecimiento v viabilidad de los esferoides
Para la formacién de los esferoides por lo que se realiz6 por la técnica de superposicion de
liquidos a una densidad de 3x10° células/mL y por medio de microfotografias se realizo el
seguimiento a los 14 dias de cultivo celular.
En la figura 7 se observa que para las 24 h de cultivo las células se agrupan formando los
primeros indicios de una estructura esferoidal (figura 7A), para el dia 3 se identifica una
estructura redonda bien delimitada (figura 7B) la cual se mantiene estable a los dias 7 hasta

el dia 14 de cultivo celular (figura 7C y D).

’
200pm

200pm
200pm

Figura 7. Morfologia de los esferoides a 1, 3, 7 y 14 dias de cultivo celular. Las
microfotografias fueron adquiridas con el objetivo a 10X. Se observa la formacion y
crecimiento A) 1 dia, B) 3 dias, C) 7 dias y D) 14 dias. Barra de escala = 200 pm.
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De forma paralela se analizé el crecimiento de los esferoides, tomando mediciones del

diametro de su estructura con una de n = 10 esferoides por dia de seguimiento. Al dia uno
de cultivo se obtiene un diametro de 649.85 + 15.15um, el cual se observa que se compacta
a partir del dia 3 de cultivo con un valor medio de 497.60 + 8.03, para el dia 7 se tiene un
diametro de 484.87 + 5.36um y para el dial4 con un valor de 495.93 + 7.45um. De las
medidas se observa que del dia 3 al 14 el tamafio del esferoide se mantiene estable sin
presentar variaciones mayores lo cual nos indica la compactacion que sufre la agregacion

de osteoblastos para mantener la estructura del esferoide (Grafico 1).
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Grafico 1. Crecimiento de los esferoides a 14 dias de seguimiento, media del
didmetro en micras.
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Una vez que se observé un crecimiento estable de los esferoides se procedio a medir la
viabilidad de los mismos, para esto se utiliz6 un método cuantitativo y cualitativo, ambos
basados en el metabolismo celular, como control se utilizaron células de osteoblastos en
cultivo en monocapa.

El primer ensayo se llevé a cabo con resazurina al 10% observando que ambos tipos de
cultivos mantienen una viabilidad progresiva durante los 14 dias de cultivo celular,
presentando mayores valores de absorbancia el cultivo en monocapa, lo que indica que
nuestros esferoides estan viables y compactandose como lo demuestra los valores del
didmetro obtenidos en la gréafica-1. Al realizar el andlisis de varianza se observaron

diferencias estadisticas entre ambos tipos de cultivo a p < 0.05 (Grafico 2).

Absorbancia 545nm

Dia 1l Dia 3 Dia 7 Dia 14

. Esferoides . Monocapa

ANOVA*p=<0.05 **p=<0.007 *** p= <0.001

Grafico 2. Viabilidad celular de los esferoides a 1, 3, 7 y 14 dias de cultivo en
comparacion con los cultivos en monocapa de los hFOB. Se observa un crecimiento
progresivo en la viabilidad para ambos tipos de cultivos durante los 14 dias de cultivo.

29



Por otra parte, para evaluar la agregacion celular y obtener imagenes de la viabilidad del
esferoide se llevo a cabo un seguimiento con el kit Cell Tracker (figura 8). La figura 8A se
aprecia la agregacion celular que nos indica la interaccién célula-célula que esta llevandose
a cabo a 24 horas de cultivo y la figura 8B muestra la compactacion del esferoide a los 14
dias de cultivo, el cual se mantiene viable, ademas se puede apreciar el tamafio del
esferoide donde puede visualizar que las células se encuentran viables debido a que el
croméforo se encuentra dentro de las células y nos permite visualizar con detalle la
interaccion entre ellas.

Figura 8. Imagenes correspondientes al ensayo de viabilidad por Cell Tracker a 40X. A) Agregacion
y morfologia por fluorescencia a 1 de cultivo y B) a los 14 dias de cultivo celular. Barra de escala =
200 pm.
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Para abundar més sobre las diferencias morfolégicas que se dan entre las células hFOB
en monocapa y en el esferoide se realizaron tinciones con cristal violeta al tercer dia de
cultivo. Como se puede observar en la figura 9A, las células hFOB en el cultivo en
monocapa adquieren una morfologia caracteristica de osteoblastos fetales que va desde
células cuadradas, triangulares, ovoideas con multiples proyecciones citoplasmaticas que
establecen conexiones con las células vecinas y que indica su adhesion a la superficie del
plato de cultivo celular. Por otra parte, las células que conforman el esferoide adquieren
una morfologia redonda donde se da la agregacién y que a una magnificacion se puede ver

la interaccién via membrana celular (figura 9B).

Figura 9. Tincién de cristal violeta A) y B) cultivo de esferoides en monocapa a 10 y 40X
respectivamente. El asterisco en color amarillo marca las proyecciones citoplasmaticas de las células
que establecen conexion con células vecinas. C) y D) cultivo en esferoides a 20 y 40X respectivamente
donde se observa la agregacion celular que conforma el esferoide. Barra de escala = 200 um
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Posteriormente para realizar un analisis mas detallado acerca de la organizacion de las
células dentro de la estructura del esferoide se procedio a realizar cortes histologicos y
tinciones con HyE de los esferoides a los dias 3, 7, y 14 dias de cultivo celular en medio
normal (DMEM) y medio inductor de la osteogénesis (Figura 10 y 11).

Primeramente, se analizaron los esferoides cultivados bajo medio normal, la estructura
morfolégica que corresponden al dia 3 de cultivo a 10X hay un conglomerado de células
dispuestas en monocapa en su parte central y con moderada sobreposicidn en la periferia;
al considerar las células de forma individual tienen un nucleo grande, redondo, algunos
ovoides de aspecto vesiculoso y algunos mas con contorno irregular con ocasionales
hendiduras, se observa también marcado pleomorfismo principalmente en las células que
se ubican en la periferia (figura 10A), en las magnificaciones de 40X y 100X se identifica
cromatina grumosa, algunos nucleos son hipercroméaticos y en otros se identifican uno o
varios nucleolos prominentes (Figura 10B y C). Asimismo, al dia 7 de cultivo celular se
mantiene la celularidad homogénea y al realizar el analisis a mayor aumento se observé
gue las células presentan citoplasma eosindfilo granular abundante de contornos bien
definidos en la periferia, cohesivos y fusionados hacia el centro del agregado celular. Al dia
14 hay una reorganizacion celular que lleva a una disminucion en el nimero de éstas, tanto
en la periferia como en el centro del esferoide, si bien se sigue observando el patrén

pleomorfico, este es menor que en los dias 3y 7 (Figura 10 G, H e I).
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Figura 10 Tincién HyE de los esferoides. A, B y C) cultivo a 3 dias, asterisco negro marca mitosis
aberrantes, asterisco amarillo marca células pleomorficas y granulares. D, E 'y F) cultivo dia7y G, H,
e I) cultivo a dia 14, las flechas marcan las células pleomérficas. El recuadro indica las magnificaciones
en los esferoides. Barra de escala = 200 um
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Posteriormente se realizé el andlisis de la morfologia de los esferoides cultivados bajo el
medio osteogénico (Figura 11). Como se puede apreciar a los 3 dias de cultivo hay
presencia de importante celularidad de manera generalizada tanto en el centro como en la
periferia del esferoide (figura 11A), en las magnificaciones de 40X y 100X se observan
células pleomorficas e hipercromasia nuclear, también es posible identificar multiples
nucleolos y las células tienen apariencia granular, es claro el pleomorfismo que presentan
las células en la mayor parte de los campos (Figura 11B y C) A los 7 dias se mantiene la
celularidad observada en el periodo anterior, sin embargo, algunas células se observan mas
hipercromaticas y menos granulares, lo cual puede sugerir un proceso de estabilizacion del
esferoide (Figura 11 D, E y F). Por altimo, en los esferoides a los 14 dias se aprecia una
disminucién de elementos celulares, la hipercromasia, el aspecto granular y el pleomorfismo
disminuyen a diferencia de los dos periodos anteriores, y son claros los espacios que suelen
ser ocupados por la matriz extracelular, (Figura 11 G, He l).

Al realizar la comparativa de ambos grupos podemos dilucidar que en los esferoides en
medio osteogénico hay una disminucién de la celularidad respecto a los dias 3, 7y 14 dias
lo que nos indica que en este grupo se esta llevando una reorganizacion celular debido a

gue se estan secretando MEC debido a la induccién de la osteogénesis.
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Figura 11. Tincién HyE de los esferoides bajo medio de cultivo osteogénico. A, By C)
microfotografias de los cortes histologicos de los esferoides al 3 dia de cultivo. Las flechas
marcan células pleomérficas e hipercromasia nuclear.

D, E, y F) cortes histologicos de los esferoides a 7 dias de cultivo celular.

G, H e I) analisis de cortes de los esferoides a 14 dias de cultivo. Las flechas indican las
células con ndcleos atipicos. El recuadro marca las magnificaciones a 40X y 100X en los
esferoides.

Barra de escala = 200 pm
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Para complementar el analisis morfoldgico se realizaron tinciones de tricomico de Masson
con la finalidad de evaluar la presencia de colagena la cual corresponderia al elemento
fundamental de la matriz extracelular, esta tincion se caracteriza por marcar en color azul
las fibras de colageno tipo | y en coloracién rosado el citoplasma.

En los esferoides formados en medio DMEM se observé al tercer dia la presencia de fibras
de colageno marcadamente presentes en el centro del esferoide delimitando de manera
continua la celularidad localizada en la periferia de la estructura confirmando lo ya analizado
en la tincion HyE, mayor celularidad en la periferia y marcada presencia de matriz
extracelular en el centro del esferoide (Figura 12 A, By C). Al dia 7 se observa una marcada
disminucion de las fibras de colageno debido al aumento en la celularidad de manera
generalizada, por lo que se puede resumir en que el tricémico fue negativo para el marcaje
de fibras de colageno debido a la reorganizacion celular y una activa proliferacion celular
(Figura 12 D, E y F). Por ultimo, para el dia 14 se observa un marcaje azul en el centro del
esferoide lo que corresponde a un incremento en la presencia de fibras de colageno, con
negatividad de la tincién en la periferia de la estructura, debido a la densidad celular (Figura
12G,Hel)
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Fig. 12.- Tincidn de tricbmico de Masson de esferoides en medio osteogénico. A, B, C) dia 3
de cultivo, D, E, F) dia 7 de cultivo, G, H, I) dia 14 de cultivo. Los asteriscos rojos indican las
zonas de positividad de la tincion. Barra de escala = 200 pm

Por otra parte, en el grupo de esferoides que crecieron en medio osteogénico se observo
que al tercer dia de cultivo aparentemente no hubo positividad para la tincion, sin embargo,
al realizar un analisis minucioso a mayor aumento se identific6 escaso marcaje de
coloracién azul correspondientes aparentemente a las fibras de coldgeno de la matriz
extracelular, confirmando lo observado en la tincién de HyE que en esta etapa de formacion
hay una abundante celularidad de alrededor del 90% con poca presencia de matriz
extracelular (Figura 13 A, By C). Para el 7 dia de cultivo no se observé una tincion de las
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fibras de coladgeno (Figura 13 D, E y F); y para el dia 14 se observan indicios de la
reorganizacion celular apreciando zonas centrales del esferoide con positividad leve para

la presencia de fibras de colageno (Figura 13 G, H e l)

Figura 13.- Tincion de tricomico de Masson de esferoides en medio osteogénico,
las imagenes A), B) y C) corresponden al tercer dia de cultivo en el que se
observa escasa positividad. D, E, F) conciernen al dia siete de cultivo, G, H, I)
dia 14 de cultivo, apreciando en estos dos ultimos grupos de imagenes
negatividad para la tincion.
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Finalmente, dentro del analisis morfolégico de los esferoides de osteoblastos se realizaron
tinciones de alizarina roja S (ARS) para identificar la presencia de depdsitos de calcio y asi
ver la capacidad de mineralizacion de la estructura tridimensional.

En los esferoides que se mantuvieron en medio convencional (DMEM) se observo que para
el dia 3 de cultivo se observa una ligera tincion figura 14 A, By C), para el dia 7 se observa
un incremento en la tincién de ARS en la parte central del esferoide (figura 14 D, Ey F); y
para el dia 14 se observa que los depdésitos de calcio se identifican tanto en la parte central
como en la periferia de la estructura del esferoide (Figura 14 G, H e I).

Figura 14.- Tincién de Alizarina roja de esferoides en medio D-MEM A, B, C) dia
3 de cultivo, D, E, F) dia 7 de cultivo y G, H, |,) dia 14 de cultivo.
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En cuanto a latincién de ARS correspondiente al grupo de esferoides en medio osteogénico
se observo la presencia de depdésitos de calcio desde el dia 3 de cultivo el cual se aprecid
de manera mas localizada y correspondiendo al 10% de la totalidad del esferoide, donde la
positividad es intensa (Figura 15 A, By C). Para el dia 7 se aument6 la positividad de ARS
tanto en expresion como en numero con mayor al 90% de la estructura del esferoide,
localizandose tanto en la zona central como en la periferia (Figura 15 D, E y F). Finalmente,
alos 14 dias de cultivo se mantiene el 90% de positividad de la tincién de ARS con el mismo

patron que a los 7 dias (Figura 15 G, He I).

Figura 15.- Tincién de Alizarina roja de esferoides en medio osteogénico A, B, C)
dia 3 de cultivo, D, E, F) dia 7 de cultivoy G, H, 1) dia 14 de cultivo.
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Al analizar en conjunto ambos grupos podemos dilucidar que el esferoide tiene la capacidad
de formar depositos de calcio a partir del dia 7 de cultivo.

Finalmente, con el objetivo de analizar la expresion de marcadores relacionados con la
mineralizacion de la matriz osteoide se realiz6 por medio de inmunomarcaje la deteccion
de osteocalcina (OC), osteopontina (OPN) y la sialoproteina 6sea (BSP). Esto fue realizado
en ambos grupos de esferoides incubados con medio normal (DMEM) y medio osteogénico.
Al analizar la expresion de dichos marcadores en el grupo de esferoides formados en medio
DMEM se observé que la proteina BSP al tercer dia de cultivo se detecta una positividad
de manera leve (figura 16A), al dia siete se identificd una intensa positividad en la zona
periférica y central de la estructura esferoidal (figura 16B) y continuando con la misma
intensidad de positividad en el patrén de expresion para el dia 14 (figura 16C). Asimismo,
la inmunoexpresion de OPN a los 3y 7 dias de cultivo se aprecia una positividad moderada
con localizacion difusa (figura 17 A y B) y para el dia 14 se observé la positividad
principalmente en la parte periférica con presencia difusa en la parte central del esferoide
(figura 17C). Por dltimo, inmunoexpresion de la proteina OC se identific6 con una

positividad leve a los 3, 7, y 14 dias de cultivo de los esferoides (Figura 18).
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Figura 16.- Inmunohistoquimica de la sialoprote

medio DMEM A) dia 3, B) dia 7 y C) dia 14 de cultivo.
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Figura 17.- Inmunomarcaje de OPN en esferoides cultivados en medio DMEM A) dia

3, B) dia 7 y C) dia 14 de cultivo.
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Figura 18.- Inmunomarcaje de OC A) dia 3, B) dia 7 y C) dia 14 de cultivo.
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El inmunomarcaje de las proteinas en los esferoides incubados con el medio osteogénico
nos indica que para la proteina BSP la positividad fue intensa desde el dia 3 hasta el dia 14
de cultivo celular. Localizdndose en todo el esferoide y con mayor positividad en la periferia

de la estructura tridimensional (Figura 19).
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Figura 19.- Inmunohistoquimica de BSP en esferoides en medio osteogénico, A) dia 3
B) dia 7 y C) dia 14.
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La inmunoexpresion de OPN se localizé de forma leve al dia 3 de cultivo (figura 20A);
aumentando moderadamente su positividad de forma generalizada en toda la estructura del
esferoide al dia 7 de cultivo celular (figura20B) y con mayor intensidad la positividad para
el dia (figura 20C).

Figura 20.- Inmunohistoquimica de OPN en esferoides en medio osteogénico, A) dia 3

B) dia 7y C) dia 14.
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Finalmente, el inmunomarcaje de la proteina OC a lo largo de los tiempos de cultivo (3, 7,
y 14 dias se mantuvo la positividad de manera leve principalmente en la parte periférica
(Figura 21).

Figura 21.- Inmunohistoquimica de OC, A) dia 3 B) dia 7 y C) dia 14.
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Por ultimo, se realizé una comparacion de la positividad de la sefial de las proteinas no

colagénicas involucradas en la formacion de tejido mineral (OPN, OC y BSP), para hacer

mas entendible el inmunomarcaje y estos analisis se resumen en la Tabla-1.

A. ESFEROIDES MEDIO DMEM

BSP oC OPN
INTENSIDAD | CANTIDAD INTENSIDAD CANTIDAD NTENSIDAD | CANTIDAD
Dia 3 + + + ++ ++ ++
Dia 7 +++ +++ + + +++ ++
Dia 14 +++ ++ + + ++ ++

B. ESFEROIDES MEDIO OSTEOGENICO

BSP ocC OPN
INTENSIDAD | CANTIDAD | INTENSIDAD | CANTIDAD NTENSIDAD | CANTIDAD
Dia 3 +++ +++ + + ++ ++
Dia7 +++ +++ +++ 4+ +++ +++
Dia 14 +++ +++ + + ++ ++

+ Expresién leve, ++ Expresion moderada, +++ Expresion severa

Tabla 1.- Expresion de marcadores de mineralizacion BSP, OC y OPN.

D-MEM, B) esferoides en medio osteogénico.
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IX. DISCUSION

La pérdida de un tejido 6seo ya sea parcial o total en la regidon de cabeza y cuello puede
tener etiologias diversas que van desde procesos neoplasicos malignos, traumatismos o
defectos congénitos, afecta a miles de personas anualmente por lo que hay una gran
necesidad del desarrollo de nuevas estrategias de regeneracidon 6sea. El estudio de los
cultivos 3D han tomado especial atencién en las Ultimas tres décadas debido a las
caracteristicas similares con los tejidos dentro de un organismo.

El tipo de células que se utilizan en el estudio de la regeneracion dependera en gran medida
de los objetivos a seguir, si bien las células troncales mesenquimales (MSC) son el modelo
mas estudiado debido la capacidad de diferenciacion hacia multiples linajes y su potencial
de auto-renovacion, se han descrito una serie de limitaciones al estudiarlas como modelos
in vitro. Las células MSC de origen mesenquimal, in vivo se encuentran en un ambiente con
baja concentraciéon de oxigeno (1-5% O-), mientras que los sistemas de cultivo manejan
una concentracién de aproximadamente 20-21% O, estos cambios pueden provocar una
disminucion en las funciones celulares que incluyen proliferacion y diferenciacion (39), por
otra parte, la fuente de origen de las células MSC y el método de obtencion pueden influir
en su capacidad de diferenciacion aunado a la falta de un consenso sobre sus propiedades
estandar como fenotipo, potencial de diferenciacion y propiedades biolégicas (40), es por
estos motivos que el uso de células diferenciadas son una opcion viable como modelo de
estudio de esferoides enfocados en la regeneracion tisular como hueso.

El uso de cultivos 3D se ha popularizado ya que debido a la organizacién que tienen las
células poseen el potencial de imitar los tejidos in vivo. Se han desarrollado multiples
estrategias para la formacién de este tipo de cultivos, dentro de las mas usadas se
encuentra la técnica de superposicién de liquidos la cual, como ya se menciond, tiene como
objetivo evitar que las células se adhieran a la superficie plastica del plato de cultivo, esto
es gracias a la presencia de polimeros hidrofilicos (21).

En estudios recientes se ha demostrado que el uso de esta estrategia permite la formacién
Optima de esferoides por mas de 30 dias manteniendo la polaridad de la célula lo cual es
crucial para su funcion, por otra parte esta estrategia proporciona un agregado celular
estable y compacto en 72 h (41).

En el presente proyecto al usar esta técnica se pudo observar que al tercer dia de cultivo
las células osteoblasticas formaban una estructura esferoidal, bien delimitada y compacta,

manteniéndose estable a los 14 dias de seguimiento que se establecieron para el proyecto,
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por lo que nuestros resultados coinciden con lo ya antes reportado. Este es un método
economico, facil de llevar a cabo y que provee una adecuada plataforma para el desarrollo
de esferoides por largo tiempo.

Uno de los principales retos en el desarrollo de esferoides es que se lleve a cabo una
adecuada difusién de oxigeno y nutrientes hacia la zona central del mismo con el objetivo
de evitar la formacion de un centro altamente hipéxico que lleve a la necrosis celular y a la
desintegracion del esferoide, por lo que un factor importante a analizar es el nimero de
células que se utilizan para su formacion, Nath SC y col., demostraron que en esferoides
mayores de 400 um en didmetro hay una disminucién de marcadores relacionados con la
proliferacion celular probablemente originada por una disminucion en el aporte de oxigeno,
por el contrario esferoides de menor tamafio presentaron positividad a estos marcadores,
por lo que concluyeron que los esferoides de gran tamafio (> 400 um) tienen mayor riesgo
de desarrollar centros hipéxicos que pongan en peligro la integridad de las células y del
esferoide (42). En nuestro estudio al comenzar con una baja densidad celular se obtuvieron
estructuras con un diametro de alrededor de 480 um, dichas estructuras se mantuvieron
compactas y estables durante todo el tiempo de seguimiento del estudio, si bien no se
emplearon marcadores que nos permitieran analizar los niveles de oxigeno, tanto las
pruebas de viabilidad como la integridad de los mismos nos permiten sugerir que el aporte
fue lo suficiente para no comprometer la integridad del esferoide aun a 14 dias de cultivo
celular.

Por otra parte, la capacidad que tenga el esferoide de mantenerse viable por largo periodo
de tiempo es de crucial importancia, en el presente estudio se llevaron a cabo dos métodos
de andlisis de viabilidad basados en el metabolismo de la célula. Al analizar los resultados
obtenidos con el ensayo de resazurin observamos que el cultivo en 3D mantenia valores
de absorbancia ascendentes en los cuatro puntos de cortes establecidos para el
seguimiento, y el mismo patrén de viabilidad fue observado en el control del cultivo en
monocapa, corroborando la viabilidad de los esferoides de osteoblastos, sin embargo se
observo que dichos valores de absorbancia fueron menores que en el cultivo en 2D y esto
probablemente se deba a que las células se distribuyen en toda la superficie del plato de
cultivo permitiendo la exposicibn homogénea al reactivo, por otra parte, debido a la
estructura del cultivo en 3D las células que presentan mayor exposicion al reactivo son
Unicamente aquellas que se encuentran en la periferia del esferoide, por lo que las células

de la region central tienen una exposicion limitada al reactivo. Finalmente, al analizar la
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viabilidad con celltracker pudimos comprobar que las células localizadas en parte de la
periferia y en la regién central del esferoide se mantuvieron activas durante el periodo de
seguimiento establecido. Todo lo anterior en conjunto demuestra que los osteoblastos
tienen el potencial de formar esferoides compactos, estables y viables por al menos 14 dias
lo que permite su adecuado estudio en la ingenieria de tejidos.

Una de las principales caracteristicas y ventajas de los cultivos tridimensionales es la
morfologia que adquieren las células, ya que al no verse forzadas a adherirse a una
superficie plana no generan tensién en las fibras del citoesqueleto y no alteran el
metabolismo y funcionalidad (43). La realizacién de tinciones con cristal violeta del esferoide
y monocapa observamos que en este ultimo los osteoblastos adquieren una morfologia muy
diversa que va desde lo cuadrangular y triangular, con diversas proyecciones
citoplasmaticas que establecen el contacto con las células vecinas, lo que sugiere tensién
en las fibras del citoesqueleto, por otro lado, en el cultivo de esferoides se observo que las
células adquieren una morfologia esférica, con ausencia de marcadas proyecciones
citoplasmaticas. Tzanakakis y col; describieron la participacion de las fibras del
citoesqueleto en la morfologia de las células en los cultivos 3D y monocapa, mencionando
gue en estos Ultimos las fibras del citoesqueleto desarrollan una mayor tension la cual les
permite adherirse a la superficie plana adquiriendo una morfologia ya caracteristica, por el
contrario en el cultivos en 3D los filamentos del citoesqueleto, en especifico las fibras de
actina se distribuyen en la periferia de la célula siendo los principales responsables de la
morfologia que adquieren dentro del esferoide (44).

Algo que esta poco estudiado en la literatura es la organizacién de las células dentro de la
estructura del esferoide, por lo que se realizé un analisis histo-morfolégico para analizar
con detalle su organizacion. En los primeros dias de cultivo se observé que las células se
organizan en principalmente en la periferia del esferoide en cuatro o cinco filas de células,
conforme avanza el tiempo de cultivo las células se reorganizaron y dispersan en toda la
estructura esferoidal teniendo como principal caracteristica el pleomorfismo, presencia de
mitosis aberrantes y cromatinas condensadas y granulares, finalmente para el dia 14 de
cultivo contintio observandose la reorganizacion en las células, disminuyendo en ndmero,
pero manteniendo el patron pleomarfico; esto en el grupo de esferoides cultivados en medio
DMEM. Asimismo, en el grupo de esferoides formados en medio osteogénico se identifico
gue en los dos primeros puntos de corte del seguimiento hay una abundante presencia de
células de forma generalizada observando las mismas caracteristicas de pleomorfismo y

hipercromasia nuclear, para el dia 14 se aprecié disminuciéon en el nimero celular con
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presencia de nucleos atipicos. Al analizar la morfologia de ambos grupos podemos
dilucidar que los esferoides en medio DMEM tienen un proceso de organizacion mas lento
gue los formados en medio osteogénico, sin embargo, ambos llegan a la misma etapa
donde hay mayor desarrollo de matriz extracelular y poca celularidad.

Este comportamiento en el que los esferoides que crecen en medio osteogénico pareciera
gue tienen una organizaciébn mas rapida se podria atribuir a la funcion de los distintos
elementos que tiene el medio osteogénico, la dexametasoma activa la via WNT/B-catenina
mediante el aumento de la expresiébn de RUNX2, esto debido a que la dexametasona se
une a FHL2 potenciando el transporte de [B-catenina al ndcleo, por otra parte, beta
glicerofosfato actiia como molécula de sefalizacidn intracelular que regulan la expresion de
genes como la osteopontina y BMP2 los cuales inducen la sintesis de componentes
minerales, finalmente el &acido ascoérbico tiene como principal funcién contribuir a la
secrecion de colagena tipo |, esto debido a que el ac. ascérbico es necesario como cofactor
para las enzimas que hidroxilan la prolina y la lisina en el procolageno. (45)

Por otra parte en las tinciones dirigidas hacia la identificacion de fibras de colageno tipo I,
elemento clave de la matriz extracelular, por medio del tricomico de Masson se identificd
gue de forma inicial hay positividad intensa relacionandose con abundante presencia de
matriz extracelular, conforme avanza el tiempo de cultivo hay ausencia de las fibras de
colageno relacionandose con la reorganizacion celular, finalmente para los Gltimos dias de
seguimiento se vuelve a identificar de manera sutil marcaje positivo para fibras de colageno,
principalmente en la parte central del esferoide.

Por otra parte, al analizar la presencia de depdsitos de calcio se observé la presencia de
dichos depdsitos en ambos grupos de estudio. Estos resultados en conjunto tienen relacion
al analizar el proceso de sintesis y mineralizacién de la matriz osteoide la cual en general
se realiza en dos pasos: primero se lleva a cabo la deposicién de matriz organica al secretar
principalmente colagena tipo | y proteinas no coldgenas como OPN, OC y BSP, que estan
involucradas en la captacién de iones de calcio y fosfato para regular la nucleacion y
formacion de los cristales de hidroxiapatita (46) .

Todo este comportamiento fue corroborado al evaluar la presencia de marcadores
relacionados con etapas tempranas de mineralizacién identificando positividad para OPN,
OC y BSP con intensidades que van de leve a moderada, en el grupo de esferoides en
medio DMEM, en cuanto al grupo de esferoides en medio osteogénico se observo una
mayor expresion tanto en intensidad como en cantidad para los tres marcadores. Estos

cambios en la expresion entre grupos se deben probablemente a las diferencias en los
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medios en que se desarrollaron los cultivos en 3D, sin embargo, ambos grupos confirman
la presencia de las primeras fases de mineralizacion de la matriz organica.

Todo lo anterior confirma que la organizacién que tienen los esferoides de osteoblastos les
brinda la capacidad de llevar a cabo el proceso de depédsito de matriz organica y
mineralizaciébn en sus fases tempranas, corroborando su aplicacién potencial en la

regeneracion de tejido 6seo.
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X.

CONCLUSION

Se logro realizar esferoides en 3D viables por la técnica de superposicion de liquidos
Los esferoides se mantuvieron viables hasta los 14 dias de cultivo celular
manteniendo un didmetro alrededor de 480 pum.

Los analisis morfolégicos permitieron identificar la organizacion de las células
interna rica en matriz extracelular con una distribucién celular uniforme.

Los inmunomarcajes indican que los esferoides son capaces de sintetizar MEC
mineralizada debido a que las proteinas no coldgenas (OPN, OC, y BSP) fueron
detectadas en el proceso inicial de mineralizacion de la matriz.

La tincion de alizarina roja S permitié detectar los depdsitos de calcio en los
esferoides diferencialmente hasta los 14 dias de cultivo.

Nuestros resultados brindan un panorama mucho mas claro acerca de la dinamica
interna de los esferoides de osteoblastos confirmando su aplicacion potencial en la

ingenieria de tejidos.
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