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1.Introducciodn

El cartilago articular es un tejido conectivo aneural, alinfatico y avascular, que esta
constituido fundamentalmente por un solo tipo de células conocidas como condrocitos. Las
células estan rodeadas por una matriz extracelular, que incluye colageno tipo Il, IX, XI, VI,
X1V, proteinas de enlace, proteoglicanos y agua que le dan al tejido sus propiedades de
resistencia a la compresion y que permite un movimiento deslizante sin friccion. Debido a
que el cartilago soporta cargas repetitivas a lo largo de la vida es muy sensible al dafio.* Sin
embargo, el cartilago tiene una escasa capacidad de autorreparacion. Las lesiones en el
cartilago habitualmente son el principio de la degeneracion articular y eventualmente
conduce a enfermedades articulares degenerativas como la osteoartritis (OA).> La OA, es
una enfermedad que se caracteriza por un deterioro progresivo y pérdida del cartilago
articular con cambios nocivos en toda la articulacion.® La OA es una de las principales causas
de dolor y discapacidad a nivel mundial, a medida que aumenta la poblacién también crece
la prevalencia de la OA. La sintomatologia de la OA incluye dolor, rigidez y pérdida de la
funcion en las articulaciones principalmente en rodillas y caderas.* Las terapias actualmente
disponibles no han podido reconstruir de forma duradera el cartilago que se pierde durante la
OA. Laingenieria tisular amplia la visidn terapéutica al ofrecer el potencial de restaurar tanto
la estructura como la funcion del cartilago articular perdido.® La ingenieria tisular puede
proporcionar soluciones innovadoras mediante el uso de células troncales, andamios
biodegradables y factores de crecimiento con el fin de disefiar in vitro un tejido sustituto
funcional para reparar, regenerar o mejorar la funcién del cartilago articular lesionado in

vivo.% 7



2. Marco tedrico

2.1. Cartilago

El termino cartilago deriva de la palabra latina *cartilago', y del griego
'"chondros™ .8 Es un tejido conectivo altamente especializado que recubre las articulaciones
diartrodiales, estd compuesto por una matriz rica en colageno y proteoglicanos y un tipo de
célula unica: el condrocito.® Durante la gestacion el cartilago proporciona la estructura para
los elementos esqueléticos que se desarrollan a traves de la osificacion endocondral. Sin
embargo, en el adulto la distribucion del cartilago es mas restringida.® Este tejido exhibe
propiedades mecanicas notables y una larga durabilidad, pese a que tiene poco volumen. Su
naturaleza excepcional proporciona a las articulaciones una superficie que amalgama baja
friccién, alta lubricacion, absorcion de impactos y resistencia al desgaste durante el
transcurso de la vida de una persona.t! El cartilago es un tejido avascular, aneural y alinfatico
que se nutre mediante difusion desde el liquido sinovial y el hueso subcondral.*? Segun las
caracteristicas de la matriz extracelular, el cartilago se puede dividir en tres tipos diferentes:*®
Cartilago hialino, del griego hyalos, que significa vidrio, es el tipo de cartilago méas
abundante en el cuerpo humano y que se caracteriza por una matriz extracelular que contiene
fibras colagenas tipo Il, glicosaminoglicanos y proteoglicanos. Cartilago elastico, se asemeja
al cartilago hialino, su matriz extracelular contiene pocas fibras de colageno tipo 11y presenta
fibras elasticas abundantes. Cartilago fibroso, se caracteriza por una matriz extracelular
constituida en su mayoria por fibras de colageno tipo 1.4

2.2. Cartilago hialino

El cartilago hialino o cartilago articular (Figura 1) es el tipo de cartilago mas
abundante en el cuerpo humano, en estado fresco se observa de color gris azulado

semitransparente. Se distribuye en todas las superficies de las articulares diartrodiales,



tabique nasal, partes de las costillas, arbol traqueobronquial, igualmente, encontramos un tipo

especial de cartilago hialino en los huesos en crecimiento.® 1617

Figura 1. — A) Microfotografia de cartilago hialino. Tomada de Junqueira L.C, Carneiro José.
(2015). B) Fotografia macroscépica del cartilago articular de rodilla humana. Tomada de
Williams, Riley J. (2007).

Estructura del cartilago hialino

La macroestructura del cartilago hialino se describe en cuatro capas distintas (Figura
2):

Capa superficial o tangencial: Esta zona constituye del 10-20% del cartilago, esta
formada a su vez por dos capas: la capa superficial (lamina splendens), que es una ldmina
de pequefias fibras sin condrocitos y cuyas fibras de colageno se disponen en forma paralela
a la superficie articular; y la capa celular que consiste de condrocitos pequefios y aplanados
con fibras de colageno orientadas tangencialmente a la superficie articular. La capa

superficial es responsable del movimiento de deslizamiento y la lubricacion.*®

Capa de transicion o intermedia: Representa del 40-60% del volumen total de
cartilago. Los condrocitos son esféricos y de baja densidad, las fibras de colageno son gruesas
y se organizan oblicuamente, y estan distribuidas de forma aleatoria. Esta capa proporciona
resistencia a las fuerzas de compresion.>°



Capa profunda: Constituye el 30-40% del cartilago. Los condrocitos son grandes y
esféricos y se agrupan en columnas y las fibras de colageno se disponen perpendicularmente
a la superficie articular.! Esta capa es responsable de la resistencia a las fuerzas de

compresion.?

Capa de cartilago calcificado: Esta zona esta separada de la capa profunda por una
linea de flujo o marca de marea (tidemark).**?! En esta zona, los condrocitos son escasos e
hipertréficos. La capa calcificada fija el cartilago al hueso, anclando las fibras de colageno

de la zona profunda al hueso subcondral.>*°

Supenicial

Transitional or
intermediate

Deep or radial

Figura 2. - Seccion transversal de una articulacién normal muestra cuatro zonas de
cartilago articular. Tomada de Shetty Asode Ananthram. (2014).

Componentes del cartilago hialino

En el cartilago hialino (Figura 3) las células representan el 5-10% del volumen total
del tejido y el 90-95% restante lo ocupa la matriz extracelular. Del volumen total ocupado
por la matriz extracelular el agua contribuye con el 60-80%, 15-20% se les atribuye a las
fibras de colageno, los proteoglicanos representan alrededor del 10%, y finalmente las

proteinas multiadhesivas representan el 5%.%6: 22 23.24.25
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Figura 3. - Composicién molecular del cartilago hialino.

Células del cartilago

Condroblastos

El condroblasto (Figura 4A) es una célula inmadura precursora del condrocito, que
alin no esta rodeada por la matriz extracelular,?? y tiene morfologia ovalada o fusiforme con
un nacleo prominente de cromatina laxa (eucromatico). En el plano ultraestructural presenta

aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico, mitocondrias, asi como vesiculas de secrecion.®:
26

Condrocitos

Los condrocitos (Figura 4B) son células maduras del cartilago rodeadas por la matriz
extracelular.®'*?" Los condrocitos difieren en tamafio y forma segun las diferentes zonas
estructurales del cartilago.'®%22 En el plano ultraestructural presentan un nicleo
prominente, reticulo endoplasmico rugoso, aparato de Golgi, mitocondrias, gotas lipidas,
glucdgeno y vesiculas de secreciéon. Los condrocitos que sufren divisién mitética se

organizan en pequefios grupos atrapados en lagunas llamados grupos isgenos.®10:16::25.26



Los condrocitos establecen un microambiente especializado que los rodea, siendo
responsables de la sintesis y renovacion de la matriz extracelular del cartilago.l® %
Desafortunadamente, los condrocitos tienen una capacidad limitada para la reparacion
intrinseca. El dafio que sufre el cartilago por trauma o degeneracion es una fuente importante

de morbilidad.

Figura 4.- Células del cartilago articular A) Condroblasto. B) Condrocito. Tomada de
Thomas M. Link. (2011).

Matriz extracelular

La matriz extracelular del cartilago es una estructura tridimensional que se compone
principalmente de agua, fibras de colageno, glicosaminoglicanos y proteoglicanos

proporcionando el soporte para las células y la resistencia estructural b 2223 24,29
Regiones:

La matriz pericelular es una region estrecha que rodea completamente al condrocito,
contiene colageno tipo VI, proteoglicanos, glicoproteinas y otras proteinas no colagenas. Esta
region sirve como un transmisor de sefiales bioquimicas y biomecanicas para el

condrocito.3%3!

La matriz territorial (Figura 5), esta regién envuelve completamente la matriz
pericelular contiene fibras de colageno que forman una red fibrilar alrededor de cada

condrocito.3?



La matriz interterritorial es la mas grande de todas las regiones (Figura 5),
representa mas del 90% de la masa total de la matriz, '8 esta compuesta de fibras de colageno

tipo 11, es rica en proteoglicanos, separa las células y la matriz territorial >3

Figura 5.- Las flechas negras sefialan la
matriz territorial y las blancas, la matriz
interterritorial. Tomada de Brusco
Herminia A. (2014).

Fibras

El colageno es la principal proteina de la matriz extracelular. De hecho, el colageno
es la proteina méas abundante en los mamiferos, en el ser humano el colageno representa un
tercio de la proteina total. La familia del colageno la integran 28 miembros.3* En el cartilago
el colageno representa aproximadamente el 60% del peso seco.*® De entre todos los tipos de
colageno, el méas abundante en el cartilago hialino es el colageno tipo Il (+90%), aunque
también contiene otros tipos de colageno: colageno tipo Il (-10%), colageno tipo IX (1%),
colageno tipo XI (3%), colageno tipo VI (<1%, matriz pericelular) y colageno tipo X que se
encuentra solo en el cartilago hipertrofico, en la capa calcificada.?* Estas fibras de colageno

proporcionan al cartilago articular importantes propiedades mecanicas®+> 337 (Figura 6).
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Figura 6.- Micrografia electronica de barrido (SEM). A) Un condrocito se encuentra en su laguna
rodeado de una fina matriz fibrilar.5000 x. B) Se muestra una vista ampliada de las fibras de
colageno en la matriz. 25,000 x. Tomada de Ovalle, W.K.Nahirney, P.C. (2013).

Glicosaminoglicanos

Los glicosaminoglicanos o glucosaminoglucanos (GAGSs) son polisacaridos lineales,
constituidos por disacaridos que consisten en un aminoazucar (glucosamina que esta N-
acetilada o N-sulfatada o N- acetilgalactosamina) y un &cido uroénico (acido glucurénico o
acido idurdnico) o galactosa.®® Los disacaridos estan unidos uno al otro formando largas
cadenas no ramificadas menos el &cido hialurénico que es un GAG no sulfatado, todos los

demas se unen de forma covalente a diversas proteinas, formando proteoglicanos.

Los glicosaminoglicanos son el principal componente estructural de la matriz
extracelular. Ademas, participan en otras funciones bioldgicas importantes como: la
hemostasia, respuesta inmune e inflamatoria, adhesion celular, morfogénesis, crecimiento
celular, migracion y diferenciacion celular. 4% 4142 En el cartilago articular encontramos 6
glicosaminoglicanos: heparan sulfato, condroitin sulfato 4 y 6, dermatan sulfato, queratan
sulfato y acido hialurénico. Los glicosaminoglicanos poseen carga negativa, lo que provoca
que se repelan entre si mientras que al mismo tiempo atraen iones y agua, participando de

esta manera en las propiedades mecénicas y la hidratacion de la matriz extracelular.?%:3



Proteoglicanos

Los proteoglicanos (Figura 7) consisten en una proteina central con cadenas de
glicosaminoglicanos unidas covalentemente.® El cartilago contiene varios proteoglicanos en
su matriz extracelular que son criticos para el mantenimiento de su funcién normal. Estos
incluyen agrecano, versicano, decorina, biglucano, fibromodulina y lumicano.'® 2% 4344 De
los que acabamos de mencionar el agrecano es el principal proteoglicano en el cartilago
articular es el mas grande y abundante, posee mas de 100 cadenas de condroitin sulfato y
queratan sulfato. Ademas, el agrecano también tiene la capacidad de asociarse con el &cido
hialuronico para formar grandes agregados de proteoglicanos. 44647

Las funciones de los proteoglicanos en el cartilago articular son principalmente para
proporcionar resistencia mecanica y atraer agua. Durante las condiciones fisioldgicas de
carga el cartilago se comprime, el agua se desplaza y debido a esto la concentracion de
proteoglicanos aumenta focalmente.*” Cuando la carga se disipa los proteoglicanos atraen
cationes tales como el sodio (Na*) y agua. Esto ocurre debido a la carga negativa de los
glicosaminoglicanos presentes en los proteoglicanos.*® El ingreso de agua hace que la matriz
extracelular se hinche y expanda,* esta caracteristica es fundamental para las propiedades
biomecanicas del cartilago, por lo tanto, mediante procesos osmoticos, los proteoglicanos
atraen agua hacia el cartilago. Esto proporciona al cartilago la capacidad de absorber y
distribuir la carga mecéanica sobre la superficie de la articulacion.®®® Los otros
proteoglicanos son mas pequefios que el agrecan, sin embargo, pueden estar presentes en

cantidades similares.*

Figura 7. - Micrografia electrénica
de un agregado de proteoglicanos.
Tomada de Tomada de Williams,
Riley J. (2007).




Agua

El agua representa entre el 60% y 80% de la masa del cartilago siendo el componente
mas abundante.® 2> 2224 |a mayor parte del agua estd contenida dentro del espacio
intrafibrilar creado por las fibras de colageno, y el resto esta alojada en el espacio intracelular
y el espacio poroso de la matriz.!* Gracias al flujo de agua que pasa a través del cartilago, se

ayuda a que difundan los nutrientes hacia los condrocitos.®

2.3. Cartilago fibroso
El cartilago fibroso o fibrocartilago (Figura 8), se caracteriza por tener una matriz

extracelular con gran cantidad de fibras de colageno. Los condrocitos se encuentran dispersos
individualmente o en grupos is6genos, y alineados en la matriz fibrosa. Este cartilago se
encuentra comunmente en los discos intervertebrales, sinfisis del pubis, meniscos,
articulacién esternoclavicular, articulacion temporomandibular, articulacién de la mufieca,

tendones y ligamentos. Tiene como funcion amortiguar las fuerzas mecanicas.® 7.2 52535455

Figura  8.-  Mocrofotografia  de
fibrocartilago. Tomada de Tomada de
Junqueira L.C, Carneiro José. (2015).

2.4. Cartilago elastico
El cartilago elastico se caracteriza por la presencia de abundantes fibras elasticas en

su matriz extracelular (Figura 9). Los condrocitos son similares a los del cartilago hialino, y
estan alojados en lagunas dispuestas aisladamente o en grupos isdégenos. Este tipo de
cartilago se localiza en el pabellon auricular, conducto auditivo externo, trompa de Eustaquio
y cartilagos laringeos (epiglotis, corniculados y cuneiformes) y tiene como funcion

proporcionar elasticidad y flexibilidad a las estructuras antes mencionadas. 2> 53: 54 5556
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Figura 9.- Mocrofotografia de cartilago elastico.
Tomada de Ross Michael H. (2013).

2.5. Crecimiento del cartilago
El crecimiento de cartilago puede surgir de manera no uniforme en distintas

regiones,’ pudiendo ocurrir en dos modos distintos: crecimiento intersticial y crecimiento

aposicional.t’

Crecimiento intersticial

Durante el proceso de crecimiento intersticial, los condrocitos se dividen originando
de dos a cuatro células dentro de las lagunas. A medida que los condrocitos secretan matriz

nueva se van separando unos de otros y el tamafio del cartilago aumenta.>

Crecimiento aposicional

Durante el crecimiento aposicional, los condroblastos sintetizan matriz extracelular
nueva sobre la superficie del cartilago aumentando de esta manera la masa del tejido. Por lo
tanto, el cartilago también crece a partir del pericondrio por adicion de sucesivas capas de

matriz en la periferia.>®

2.6. Patologias del cartilago articular

Osteoartritis

11



La osteoartritis (OA), vease Figura 10, es una enfermedad articular cronica
degenerativa que se caracteriza por un deterioro progresivo y pérdida del cartilago articular

con cambios estructurales y funcionales en toda la articulacion.®

La OA es una de las principales causas de dolor, perdida de la funcion articular y
discapacidad su incidencia estd aumentando debido al incremento de la obesidad y el
envejecimiento de la poblacion.®®®® A nivel internacional la prevalencia de la OA varia

ampliamente segun la edad, el sexo y las articulaciones afectadas de la poblacion estudiada.®°

Figura 10.- Caracteristicas de la osteoartritis. A) Fotografia macroscopica fisuras y
destruccion del cartilago articular con hueso subcondral expuesto. B) Microfotografia
fisuras, clonacién de condrocitos y una reduccion de proteoglicanos y duplicacion de la
tidemark. Tomada de Thomas M. Link. (2011).

Prevalencia en México

No hay datos actualizados sobre la prevalencia de la OA en México, el dato mas actual
corresponde al afio 2013 que estimo6 que la prevalencia de la OA es de 10.5% siendo mas
frecuente en mujeres (11.7%) que en hombres (8.71%) con variaciones importantes en cada

uno de los estados.5?

Clasificacion.
La osteoartritis se clasifica como primaria (idiopatica) y secundaria. En la OA
primaria no existe una causa predisponente, mientras que, en la OA secundaria existe una

patologia predisponente.®?

12



Etiologia
La osteoartritis tiene una etiologia multifactorial, que se produce debido a la

interaccion entre los factores sistémicos y locales.®®

Factores de riesgo sistémicos

Raza

La raza parece influir en el desarrollo de la osteoartritis. Por ejemplo, la osteoartritis
de cadera es mas frecuente en occidentales que en chinos, no obstante, la OA de rodilla es
mas frecuente en chinos que en occidentales y la prevalencia de la OA en las articulaciones
de la mano es mas comun en occidentales que en chinos.®* Sin embargo, las implicaciones
de la raza en el desarrollo de la osteoartritis no estan del todo claras, ya que pueden influir

otros factores como el socioecondmico y el estilo de vida .%

Edad

Esta universalmente aceptado que con el aumento de la edad también conlleva un
aumento en la prevalencia e incidencia de osteoartritis ya que durante el transcurso de los
afios se combinan diversos factores de riesgo y junto con los cambios bioldgicos que ocurren

con el envejecimiento pueden hacer que una articulacion sea mas susceptible a sufrir dafio.%®

Género

En cuestion de diferencia de género, la OA se diagnostica con mayor frecuencia en

mujeres que en hombres.®

Cambios hormonales

Al parecer los estroégenos tienen un rol en la la homeostasis articular. Sin embargo,
durante el inicio de la menopausia comienzan las alteraciones en la estructura y funcién en
las articulaciones, por lo tanto, esto sugiere un vinculo entre el un aumento en la prevalencia

de la OA en la menopausia.®’

Genética
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La genetica de esta enfermedad es compleja ya que probablemente estan involucrados

multiples genes.%®

Densidad 6sea
El aumento de la densidad Gsea es un factor de riesgo para el desarrollo de la OA lo

que sugiere gque existe una asociacion entre ambos, aunque este factor no esta del todo claro.
69

Nutricion
Las vitaminas tienen propiedades antioxidantes y la disminucion de la ingesta estos

micronutrientes podrian estar asociada con la OA.”® "

Factores de riesgo locales

Lesiones en las articulaciones

Las fracturas de la superficie articular, dislocaciones previas, ruptura de los

ligamentos y meniscos, pueden aumentar el riesgo de desarrollar OA. 864

Obesidad
Se ha demostrado que existe una relacion entre la obesidad y el aumento en la
prevalencia e incidencia de la OA, igualmente, esta condicion influye de manera negativa en

la evolucidn de la enfermedad.”?

Ocupacion
El uso repetitivo de algunos grupos de articulaciones durante el desarrollo de las
actividades laborales se asocia con la osteoartritis.?* Sin embargo, el factor de riesgo

ocupacional mas comun para la OA es el trabajo fisico pesado.”

Deportes
Practicar deportes en donde las articulaciones son sometidas a altos niveles de
impacto y carga torsional aumentan el riesgo de sufrir lesiones y el posterior desarrollo de

osteoartritis.’

Biomecanica
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Una biomecanica adversa en la cual el cartilago tiene que soportar un sobreesfuerzo

mecanico que extralimita su resistencia normal, predispone al cartilago a la osteoartritis.”™

La anatomia o funcién anormal de la articulacién como la incongruencia de la superficie

articular, displasia, mala alineacion, inestabilidad articular, debilidad muscular y desigualdad

en la longitud de las extremidades también aumentan el riesgo de OA. 536476

Sintomas

Los sintomas de la OA incluyen:’’

El dolor se describe tipicamente como exacerbado por la actividad y aliviado
por el descanso, profundo, no localizado, generalmente de comienzo
insidioso, en un estado avanzado de la enfermedad puede ocurrir con el reposo
y durante la noche

Funcion reducida de la articulacion

Inestabilidad articular

Rigidez

Deformidad

Inflamacion

Crepitacion

Angustia psicoldgica que se relaciona con el dolor

Cambios en los tejidos articulares durante la evolucion de la osteoartritis

Existen una variedad de cambios histologicos y bioguimicos en el cartilago y tejidos

articulares durante el desarrollo de la osteoartritis (Tabla 1)."

Aumento del contenido de agua con hinchazon de la matriz
extracelular

Aumento de la actividad anabdlica y catabdlica de los condrocitos
(MMP*, agrecanasas Yy otras proteasas)

Produccion de oxido nitrico, DAMP*, alarminas y citoquinas y
quimiocinas proinflamatorias

Disminucion del contenido de proteoglicanos

Desarrollo de fibrilaciones superficiales

Interrupcion de la red de colageno

Condroptosis y desarrollo de conglomerados de condrocitos

Hipertrofia de condrocitos

Cambios en el cartilago calcificado y la unién osteocondral

Penetracion del cartilago calcificado por canales vasculares con
elementos neurales
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. Expansion de la zona del cartilago calcificado con avance en el
cartilago articular
. Duplicacion de la marca de marea (tidemark)
. Nueva formacion de hueso en la union osteocondral
Cambios 0seos
. Aumento de la placa cortical e incremento de la remodelacion del
hueso esponjoso subcondral
. Aumento del grosor de la placa cortical
. Masa 0sea esponjosa subcondral disminuida y alteraciones en la
arquitectura
. Formacion de osteofitos
. Desarrollo de lesiones de médula dsea
. Formacion de quistes 6seos
. Desgaste 6seo (contorno 6seo alterado)
*DAMP, patrones moleculares asociados al dafio; MMPs, metaloproteinasas de la
matriz.

Tabla 1. Cambios en la matriz del cartilago y la funcién de los condrocitos. Tomada de
Goldring, SR, (2016).

Manejo de la osteoartritis

El objetivo del tratamiento de la osteoartritis es mejorar la calidad de vida de los
pacientes. Para llegar a cumplir este objetivo se utilizan diferentes enfoques terapéuticos
como la terapia farmacoldgica, terapia no farmacolégica y los procedimientos quirdrgicos.
La terapia farmacoldgica incluye la administracion de analgésicos por vias sistémicas como
el acetaminofén (paracetamol), acido acetilsalicilico, ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco,
celecoxib, codeina, tramadol, oxicodona y morfina, igualmente, se pueden usar los
analgésicos topicos e inyecciones intraarticulares de acido hialurénico y glucocorticoides.”
La terapia no farmacoldgica cosiste en educar al paciente mediante la modificacion del estilo
de vida, modular la carga de la articulacion afectada, ortesis, plantillas, dieta y ejercicio. Los
gjercicios que se deberan incluir son aerébicos, de fortalecimiento muscular y de
flexibilidad.® Los procedimientos quirtrgicos se recomiendan en pacientes cuya evolucion
de la enfermedad no es tratable con métodos no quirdrgicos: las opciones quirdrgicas
incluyen lavado/desbridamiento, correccidén con osteotomia y artroplastia, por mencionar

algunos.®

Artritis reumatoide
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La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad cronica, inflamatoria, autoinmune que
afecta principalmente a las articulaciones. Entre sus manifestaciones incluyen inflamacion
de las articulaciones, rigidez, sensibilidad y diversas deformidades. Igualmente, la AR se

asocia con manifestaciones extraarticulares en los 0jos, pulmones, corazon y otros 6rganos.®?

Artritis idiopatica juvenil
La artritis idiopética juvenil es un grupo de enfermedades crénicas muy comunes en
lainfancia de etiologia desconocida y que causa principalmente artritis periférica provocando

dolor, rigidez, hinchazon, disminucién de la movilidad y puede afectar a otros 6rganos.®

Espondiloartropatias

Las espondiloartropatias son un grupo de artritis inflamatorias.®* Este grupo de
enfermedades aparecen en personas con predisposicion genética y se inician por factores
ambientales, principalmente agentes infecciosos. Entre sus manifestaciones, producen

oligoartritis y entesopatias periféricas o axiales.®®

Artritis Séptica

Son infecciones de las articulaciones, que pueden ser monoarticular u
oligoarticulares.®® Los agentes etioldgicos mas comunes de todos los casos de artritis séptica
son las bacterias, siendo el Staphylococcus aureus la mas coman.®” Igualmente, los hongos
se han visto implicados en articulaciones infectadas de pacientes con factores predisponentes
que deprimen el sistema inmune.®® Los parasitos de todas las divisiones parasitarias se han
asociado con artritis.®® Y finalmente los virus son reconocidos como causantes de artralgia

aguda y artritis.®°

Gota
Artritis causada por la deposicion de cristales de urato monosédico en las
articulaciones. La manifestacion clinica incluye artritis aguda, artropatia destructiva cronica

y acumulacion de cristales de urato monosodico.®*

Costocondritis
Inflamacién del cartilago que conecta las costillas con el esternon. Siendo una de las
causas de dolor en la pared anterior del torax®

Hernia discal
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Condicidn durante la cual parte del disco intervertebral se desplaza de su posicion

habitual pudiendo comprimir estructuras nerviosas causando dolor.%®

Condromalacia
Patologia caracterizada por la degeneracion progresiva de la superficie del cartilago

articular y el hueso subcondral.®

Osteocondritis disecante de rodilla
Trastorno idiopatico que se caracteriza por la separacion de la superficie articular de
un fragmento de cartilago y hueso subcondral con progresion posterior a la osteoartritis.*®

Condromatosis sinovial
Patologia caracterizada por la formacién de nédulos de cartilago hialino dentro del
tejido conectivo de la membrana sinovial de las articulaciones, bolsas y vainas de los

tendones.%
Tumores del cartilago

Los condromas corresponden al grupo de tumores de cartilago benignos, estos
incluyen encondroma, osteocondroma, condroblastoma, condio peridstico, fibroma
condromixoide. Los condrosarcomas son tumores malignos con diferenciacién condroide
hialina. Se dividen en primarios, secundarios, desdiferenciados, de células claras, de células

mesenquimales y periostales.®’

2.7. Técnicas convencionales para el tratamiento de los defectos del cartilago

Estimulacion de médula 6sea

Esta técnica consiste en crear aberturas multiples en el hueso subcondral para
provocar una hemorragia y acceder a la médula 0sea a través de la cual las células troncales
migran al sitio de la lesion y forman nuevo tejido (Figura 11).%8 Sin embargo, la respuesta de
reparacion es muy variable y el tejido que se forma es fibrocartilaginoso, de naturaleza
distinta al cartilago hialino.®® Esta técnica se recomienda para pacientes menores de 40 afios

y con defectos < 4cm?,1%0
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— cacies FiQUra 11.- Represntacion de la tecnica de
ariage  astimulacion de médula O6sea. Tomada de
Hunziker E.B. (2015).
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Autoinjertos osteocondrales

Técnica que consiste en extraer e implantar cilindros osteocondrales en el defecto del
cartilago (Figura 12). Es recomendada para lesiones menores a 2.5 cm? en pacientes menores
de 50 afios, pero puede realizarse para lesiones mas grandes.’®* El area donante del injerto
idealmente debe estar sometida a un estrés bajo, con caracteristicas similares a las del sitio
receptor.%2 Sin embargo, aunque existe una mejoria clinica, entre sus inconvenientes se
encuentran la falta de integracion periférica del cartilago, la formacién de tejido fibrohialino,

la creacion artificial de lesiones adicionales y la cantidad de tejido aut6logo
disponible,9101.102
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. 0.. @ Figura 12.- Represntacion de_ la técnica de trasplante
° osteocondral. Tomada de Hunziker E.B. (2015).
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Osteochondral plug

Aloinjerto osteocondral

Técnica que implica la transferencia de cilindros osteocondrales de un donante con
un tamafio compatible con los defectos.’®® Esta técnica tiene el potencial de reconstruir
grandes defectos, se recomienda para lesiones con areas mayores de 2 a 4cm?.2941% Entre sus

desventajas se encuentran ineludiblemente los problemas inmunolégicos.®
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Implantacion de condrocitos aut6logos.

La implantacion de condrocitos autologos (Figura 13) implica la obtencion de una
pequefia porcion de cartilago, los condrocitos se aislan de la matriz extracelular y se expanden
in vitro. La cantidad final de condrocitos expandida se introducen directamente en el defecto.

El objetivo de este implante es formar una nueva capa de cartilago articular.®® Esta técnica

se recomienda para el tratamiento de defectos mayores de 2 cm?.1%

Variaciones de la técnica a lo largo del tiempo:

e Primera generacion implicd el uso de un parche periostico autélogo para
mantener a las células en el defecto.

e Segunda generacion usé una membrana de colageno de tipo I / 111.

e Tercera generacion realiza siembra y cultivo de condrocitos en andamios 3D
antes de la implantacidn, y se denomina implantacion autdgena de condrocitos
inducida por matriz.1%®

_—\.
e Figura 13.- Represntacion de la técnica de
implantacion de condrocitos autologos. Tomada de
Y Hunziker E.B. (2015).
& ™~
G‘;s:osleal ./. % ’&‘
-j A | Cultivation of chondrocytes Emyr;wm

digestion

Artroplastia

Acto quirdrgico que tiene por objetivo reconstruir o reemplazar una articulacién
(Figura 14).1%7 Este procedimiento quirdrgico esta indicado para personas con osteoartritis
avanzada.l® La tasa de éxito de la artroplastia es considerable a los 10 afios, siendo del 84-
100%.1%° La artroplastia es ampliamente aceptada como una de las intervenciones quirdrgicas
mas efectiva para mejorar la calidad de vida de los pacientes, aliviando el dolor y recuperando

la funcién.110
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Figura 14.-Artroplastia total bilateral de rodilla. Tomado de Hunter, D. (2014).

Los tratamientos actuales para la reparacion del cartilago en OA, son insatisfactorios
a largo plazo y finalmente fallan. Por lo tanto, se necesitan desarrollar nuevas estrategias para

la reparacion del cartilago.!

2.8. Ingenieria tisular

En 1993 R. Langer y JP. Vacanti definen la ingenieria tisular como “un campo
multidisciplinario que aplica los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida con el
objetivo de desarrollar sustitutos bioldgicos que restauran, mantienen o mejoran la funcién
de los tejidos .12 Este novedoso campo surgi6 en el afio 1988 en respuesta a la necesidad de
reconstruir tejidos que han sido deteriorados o dafados por diversos factores como:
enfermedades, traumatismos, quemaduras y anomalias congénitas.!!® La ingenieria tisular se
basa en la obtencién de células troncales para la implantacion; inducir la diferenciacion de
las células troncales usando factores de crecimiento; y proporcionar soporte a las células en
crecimiento mediante una matriz o andamio temporal biocompatible.}* A esta
combinacion de células troncales, factores de crecimiento y andamios se le conoce como la

triada de la ingenieria tisular (Figura 15).1%°
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Ingenieria

tisular

Figura 15.-Triada de la ingenieria tisular.

A continuacion, daremos revision de cada uno de los componentes de la ingenieria

tisular.

2.8.1. Células troncales

Las células troncales o stem cell (SC, por sus siglas en inglés) se refieren a una
poblacion de células indiferenciadas que son capaces de replicarse durante largos periodos
de tiempo mediante mitosis y que tiene la capacidad Unica de diferenciarse en distintos tipos
de células especializadas.'® La principal funcion de las células troncales en el organismo son
mantener y reparar los tejidos en los que residen.'” Las células troncales fueron descritas por
primera vez por Alexander Friedenstein en 1976 a partir de médula 6sea.!’® Las células
troncales pueden aislarse de una amplia variedad de tejidos como médula dsea,!8 119 120
cordon umbilical, 1% 121 122 placenta, 1?3124 higado,'%>12° tejido adiposo,'?"12812% membrana
sinovial,®*%%3!  liquido amni6tico,32** cornea, 4%  pancreas,*®!%"  corazon,!%1%

pulmén, 041 piel 142143 mQsculo, 4% cerebro, ¢4 e  incluso  tejidos
Orales 148,149,150,151,152,267

Criterios minimos para definir a las células troncales
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El International Society for Cellular Therapy propone tres criterios minimos para

definir las células troncales.'®?

e En primer lugar, las células troncales deben ser adherentes al plastico cuando
se mantiene en condiciones de cultivo estandar.

e En segundo lugar, el > 95% de la poblacion debe expresar las moléculas de
superficie CD73, CD90, CD105, y carecer de la expresion (< 2% positivas)
de las moléculas de superficie CD14, CD34, CD45, CD11b, CD790. 0 CD19
y HLA-DR.

e En tercer lugar, multipotencialidad, las células deben ser capaces de
diferenciarse en osteocitos, adipocitos y condrocitos en condiciones estandar
de diferenciacion in vitro.

Morfologia y ultraestructura de la célula troncal

In vitro las células troncales muestran en su mayoria una morfologia similar a
fibroblastos o fusiformes (huso alargado). En el nivel ultraestructural encontramos nicleos
grandes, irregulares y polimorfos preponderantemente eucromaticos, nucléolos
sobresalientes, reticulo endoplasmatico rugoso, aparato de Golgi, mitocondrias, lisosomas,
vacuolas y granulos de glucogeno.?>#1%°1% | as células troncales de pulpa dental DPSC son

un ejemplo (Figura 16).

~ Figura 16.- A) Morfologia de las DPSCs similar
~a fibroblastos. Imagen tomada en el Laboratorio
de Ingenieria Tisular y Medicina Traslacional,
UNAM-FES lztacala. B) y C) Ultraestructura de
las DPSCs, m mitocondrias, n nucléolo, o region
pobre en organelos, p region perinuclear, v
vesiculas. Tomadas de Hilkens, P. (2013).

\
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Proliferacion

Las células troncales pueden dividirse durante largos periodos de tiempo, sin
embargo, Leonhard Hayflick en 1965 establecié que el nimero de duplicaciones que puede
sufrir una célula eucarionta en cultivo esta limitado a aproximadamente 50 + 10 divisiones,
después, la tasa de proliferacion disminuye hasta que las células finalmente entran en un
estado senescente.’® La tasa de proliferacion de las células troncales varia dependiendo de
la fuente del tejido de donde se aislan,t°8 159 160, 161,162, 163,164, 165 |3 eqad del donante,66167 y

las condiciones de cultivo.68

Las células troncales sufren dos tipos de division celular:

Simétrica. La division simétrica produce dos células troncales idénticas. El objetivo

de la division simétrica es la proliferacion celular. %

Asimétrica. La division asimétrica origina a dos células con diferentes destinos: una

célula diferenciada y una célula troncal 1%

Inmunomodulacion

Las células troncales influyen en la respuesta inmune adaptativa e innata, suprimiendo
la proliferacion de los linfocitos T, linfocitos B, la maduracion de las células dendriticas,
inhibiendo la proliferacién y citotoxicidad de las células NK, y promoviendo la generacion

de linfocitos T reguladores.*™

Clasificacion
Las células troncales las podemos clasificar segun el origen y su potencialidad.*"

Clasificacion basada en el origen.

Embrionarias

Las células troncales embrionarias se derivan de la masa celular interna de un
blastocito, son células troncales pluripotentes que se caracterizan por las propiedades unicas

de diferenciacion y autorrenovacion.'”? Las células troncales embrionarias expresan varios
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marcadores de superficie. Dichos marcadores incluyen los factores de transcripcion Oct-3/4
y Nanog; antigenos embrionarios especificos de estadio-3 y 4 (SSEA3 y SSEA4); CD9,

CD24, CD29, CD90, CD117, CD133, CD324, CD326 y los marcadores TRA-1-60, TRA-1-
81.173’174’175

Ventajas

e Capacidad de expansion ilimitada in vitro.}"

e Potencial de diferenciarse en todos los tipos de células de un organismo
adulto.1"

Desventajas

e Tienen potencial tumorogénico.'’
e Pueden desencadenar una respuesta inmune.1’®

e Existen controversias éticas, religiosas y politicas porque involucra la
destruccion de embriones humanos.”

e Requieren de células alimentadoras para mantener el crecimiento en un estado
no diferenciado.'’®

Adultas

Las células troncales adultas son células multipotentes que se encuentran confinadas
a un érgano o tejido especifico en el organismo maduro, son capaces de autorrenovarse y de
diferenciarse en células especializadas para reemplazar las células senescentes o deterioradas
manteniendo los tejidos sanos y reparando los tejidos lesionados asegurando asi la
homeostasis del tejido.1™

Ventajas

Fuentes de fécil acceso.'®

Aislamiento mas simple.!8!

Inmunoldgicamente compatibles cuando son autélogas.'”®

No tienen potencial tumorogénico.t®

No plantean preocupaciones éticas, religiosas y politicas importantes.t’’

Desventajas

e Numero bajo de células en los tejidos. !
e Capacidad de diferenciacion menor en comparacion con las células embrionarias.?
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e Procedimiento de recoleccion a menudo invasivo.8?

e Capacidad limitada de autorrenovacion.®

Clasificacion basada en el potencial de diferenciacion

Totipotentes

Las celulas troncales totipotentes en general tienen el potencial de generar a un
organismo completo, tiene la capacidad de formar todos los tejidos intra y extraembrionarios
durante el crecimiento y el desarrollo. Pueden diferenciarse en células de las tres capas
germinales (ectodermo, mesodermo y endodermo).}’* En los mamiferos, los cigotos y las

células producidas en las primeras divisiones son células totipotentes.'84
Pluripotentes

Las células troncales pluripotentes son células derivadas del blastocisto, poseen la
facultad de formar todos los tejidos intraembrionarios, pero no los tejidos extraembrionarios
como la placenta o la membrana amnidtica. Estas células tienen la capacidad de diferenciarse
en células especializadas que se derivan de las tres capas germinales (ectodermo, mesodermo

y endodermo).18®
Multipotentes

Las células troncales multipotentes son células capaces de diferenciarse en todos los
linajes celulares de los tejidos en los que residen, solo pueden dar lugar a células que
pertenecen a una misma capa germinal (ectodermo, mesodermo o endodermo) es decir,
pueden producir solo células de una familia de células estrechamente relacionadas, pero no
pueden formar todos los linajes celulares. Su capacidad de diferenciacion es limitada, pero

son las células troncales mas investigadas en ingenieria tisular. 86187
Oligopotentes

Las células troncales oligopotentes son capaces de dar lugar a un subconjunto de

células especializadas maés restringido que las células troncales multipotentes, tienen la
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capacidad de diferenciarse en solo unos pocos linajes celulares produciendo dos o mas tipos

de células estrechamente relacionadas.'8818°
Unipotentes

Las células troncales unipotentes tienen la capacidad de diferenciarse a un tnico tipo

de célula.r®®

Células troncales pluripotentes inducidas (iPS, por sus siglas en inglés)

Las células troncales pluripotentes inducidas (iPS) son células troncales pluripotentes
generadas artificialmente a partir de células somaticas adultas que han sido genéticamente
reprogramadas a través de la expresion ectdpica de factores de transcripcion Oct3/4, Sox2,
KIf4 y c-Myc. Las células troncales pluripotentes inducidas son similares a las células
troncales embrionarias en cuanto a su morfologia, proliferacién, marcadores de superficie, y
su potencial de diferenciacion en las tres capas germinales. Sin embargo, poseen las mismas

desventajas como el potencial tumorogénico, 191192193

2.8.1.1. Células troncales bucales
Las células troncales bucales (Figura 17) (Tabla 2), son células que se obtienen a
partir de tejidos bucales, pueden aislarse utilizando técnicas de cultivo por explante o

digestion enzimatica,15°194195.19

Células Troncales de la Pulpa Dental o Dental Pulp Stem Cells (DPSCs, por sus siglas en
inglés)

La presencia de células troncales de la pulpa dental (DPSCs) fue confirmada por
primera vez por Gronthos et al. en el afio 2000, habiéndolas obtenido a partir de terceros
molares incluidos.'* La pulpa dental representa una fuente atractiva de células troncales
debido al facil acceso del sitio de recoleccion, tienen una tasa de proliferacion considerable,
exhiben una capacidad de diferenciacion multipotencial y se ha demostrado que pueden

interactuar con los biomateriales.’®” Ademas, pueden sobrevivir por largos periodos de
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tiempo in vitro, Suchének et al. reportaron que las DPSCs lograron 60 pases,'®® mientras que
Alraies et al. lograron >80 pases durante mas de 280 dias en cultivo.!® También, se pueden
criopreservar y almacenar sin que pierdan su capacidad de diferenciacion.?%® En relacion con
los nichos en que residen las DPSCs en la pulpa dental, estos incluyen la zona rica en células,
una poblacion celular perivascular y una poblacion dentro del estroma pulpar.?®* Varios
estudios han cultivado y caracterizado DPSCs reportando mdaltiples caracteristicas como su
adherencia al sustrato de la placa de cultivo, morfologia similar a fibroblastos, una tasa de
proliferacion considerable, la expresion positiva de una amplia gama de marcadores
fenotipicos CD9, CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166, SSEA-4,
STRO-1, Oct-4 y Nanog, junto con la expresion negativa de marcadores hematopoyéticos
CD14, CD34 y CD45, y capacidad de diferenciacion osteogénica, odontogénica,
adipogénica, condrogénica 'y neurogénica en condiciones de induccidn
apropiadas.148'155'15&195'200*202'203'204'205'206'207'208’209’210'211*212'213 Sin embargo, algunas
investigadores han reportado la expresion positiva del marcador CD34 en las
DPSCs, 214215216217 v otros estudios han reportado que el potencial condrogénico de las
DPSCs es inferior comparado con otras células troncales por ejemplo las células troncales de
medula 6sea (BMMSCs, por sus siglas en inglés) y las células troncales sinoviales (SMSCs,

por sus siglas en inglés), estas Gltimas tienen un alto potencial condrogénico, 8165218

Células Troncales de Dientes Deciduos Exfoliados o Stem Cells from Human-Exfoliated
Deciduous teeth (SHEDs, por sus siglas en inglés)

Las células troncales de dientes deciduos exfoliados (SHEDs,) fueron identificadas
por Miura et al. en el 2003 a partir de tejido pulpar usando un método similar al de
Gronthos.**® Los dientes deciduos tienen la ventaja de ser una fuente de células troncales
accesibles que se pueden obtener de una forma no invasiva debido a la exfoliacion natural de
los dientes, pudiendo recolectarlos para aislar y cultivar las células troncales de sus restos
pulpares siendo un método que no plantea preocupaciones éticas.?*® De hecho, el tejido de
pulpa dental decidual parece ser una fuente ideal de células troncales para la ingenieria

tisular.22

Muiltiples investigaciones han demostrado que las SHEDs se adhieren al sustrato de

la placa de cultivo, tienen una forma fibroblastoide y poseen una mayor tasa de proliferacion
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en comparacion con las BMSCs y DPSCs, igualmente expresan una amplia variedad de
marcadores fenotipicos CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146, SSEA-4, STRO-1,
Oct-4 y Nanog, y los marcadores hematopoyéticos de células troncales CD34 y CD45 se
expresan débilmente, finalmente muestran un potencial de diferenciacién en maltiples linajes
celulares como el adipogénico, osteogénico, odontogénico, neurogenico Yy
Condrogénico.149*158'207'219'221*222’223'224'225'226*227'228'229'230'231 Sln embargo, aI igual que Ias
DPSCs el potencial condrogénico de las SHEDs es inferior comparado con las BMSCs y

SMSCs, aunque muestran un potencial condrogénico mayor que el de las DPSCs.*®

Células Troncales del Ligamento Periodontal o Periodontal Ligament Stem Cells (PDLSCs, por
sus siglas en inglés)

Las ceélulas troncales del ligamento periodontal (PDLSCs) se identificaron y
caracterizaron inicialmente por Seo et al. en el 2004 a partir de ligamento periodontal de
dientes extraidos.’® Las PDLSCs son candidatas para la ingenieria tisular ya que son
facilmente accesibles y se pueden obtener de tejidos bioldgicos descartados.?*? Las PDLSCs
son similares a otras células troncales ya que tienen forma fibroblastoide, adherencia al
sustrato de la placa de cultivo, expresan marcadores de superficie CD9, CD13, CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105, CD146, CD166, SSEA-3/4, STRO-1, Oct-4 y Nanog, no expresan
marcadores hematopoyéticos CD14, CD34,CD45 y HLA-DR , y poseen el potencial de
diferenciacion osteogeénico, adipogénico, condrogénico y
cementogénico,1°0:213.232:233,234,235,236,237,238,239,.240.241,242 Choj et al. en el 2013 demostraron que
las PDLSCs sometidas a induccion condrogénica después del tratamiento con factores de
crecimiento TGF-B3 y BMP-6 potencializan la expresion de glicosaminoglicanos, genes y
proteinas condrogénicas, pudiendo ser una opcion para usarse en la ingenieria tisular del
cartilago.?® Guo JB et al. y Ansari et al. reportaron que la expresion de moléculas
condrogénicas era mayor en las PDLSCs inducidas en comparacion con las DPSCs y
BMMSCs. 2372%

Diferentes investigadores también han aislado con éxito células troncales del
ligamento periodontal de dientes deciduos (DePDLSCs, por sus siglas en inglés), y las

compararon con sus contrapartes permanentes,?43244245246 gong et al. Khoshhal et al.
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concluyeron gue no hay diferencias significativas en la tasa de proliferacion o diferenciacion
entre ambas poblaciones;?*3%* mientras que Silverio et al. Ji et al. concluyeron que las

DePDLSCs tienen una mayor tasa de proliferacion.245246

Células Troncales del Foliculo Dental o Dental Follicle Stem Cells (DFSCs, por sus siglas en
inglés)

Las células troncales del foliculo dental (DFSCs) fueron aisladas por Morsczeck et
al. en 2005 a partir de foliculos de terceros molares humanos incluidos.*® Las DFSCs en
cultivo se adhieren a la superficie del sustrato de la placa de cultivo, tienen una forma similar
a los fibroblastos y muestran expresion positiva para los marcadores CD13, CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105, 146, CD166, STRO-1, Notch-1, Nanog, Oct-4 y dan negativo para los
marcadores CD14, CD25, CD28, CD34 y CD45, son células multipotentes demostrando una
capacidad de diferenciacion en linajes osteogénico, cementogénico, adipogeénico,

condrogénico y neurogénico y en comparacion con las DPSCs muestran una mayor tasa de
proliferaci()n 205,207,213,247,248,249,250,251,252,253,254,255,256

Células Troncales de la Papila Apical o Stem Cells from Apical Papilla (SCAPs, por sus siglas
en inglés)

Sonoyama et al. en 2006 aislaron por primera vez las células troncales de la papila
apical (SCAPs) a partir de terceros molares permanentes inmaduros.®® Las SCAPs muestran
caracteristicas similares a otras poblaciones de células troncales como su morfologia
fibroblastoide, la adherencia a la superficie de la placa de cultivo, la expresion positiva de
marcadores fenotipicos CD13, CD24, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166,
SSEA-4, STRO-1, Oct-3/4 y Nanog junto con la expresion negativa de marcadores
hematopoyéticos CD14, CD34 y CDA45, poseen potencial de diferenciacion en linajes
celulares tales como osteogénico, odontogenico, condrogenico, adipogenico y neurogénico,
y ademas, muestran una mayor tasa de proliferacion en comparacion con las

DPSCs, 151.205:214,257,258,259,260,261,262,263,264.265 | a5 SCAPs se derivan de un tejido en desarrollo,
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por lo tanto, las SCAPs son una poblacidn Unica de células troncales, representando una

fuente de células troncales superiores para la ingenieria tisular,1>1257:266

Células Troncales Mesenguimales de la Encia o Gingival Mesenchymal Stem Cells (GMSCs,
por sus siglas en inglés)

Las células troncales mesenquimales de la encia (GMSCs), fueron aisladas por
primera vez por Zhang et al. en 2009 a partir de tejido gingival.?®’ Las principales ventajas
de esta fuente de células troncales parecen ser la capacidad de obtener una gran cantidad sin
la necesidad de sacrificar un diente de manera irreversible, son de facil acceso y se pueden
obtener con técnicas minimamente invasivas. Las GMSCs se identificaron como células
adherentes al plastico con una morfologia fibroblastoide, con respecto a los marcadores
fenotipicos, expresan positivamente CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146,
CD166, STRO-1, SSEA-4, Oct-4, al mismos tiempo carecen de la expresion de marcadores
CD14,CD34,CD45y HLA-DR , y por ultimo son células multipotentes al tener la capacidad
de diferenciarse en linajes celulares tales como adipogénico, osteogénico Yy
condrogénico.?13:218.268,269210.271272 Otahe et al. reportaron que después de la induccion
condrogénica las GMSCs expresaron un mayor nivel de agrecano (un proteoglicano) en
comparacion con las DPSCs. Sin embargo, la expresién de agrecano de las GMSCs es
inferior a las SMSCs.?*® Yang et al. reportaron que las PDLSCs expresaron mayores niveles
de genes relacionados con la diferenciacion condrogénica como el agrecan y el colageno tipo

Il en comparacion con las GMSCs.?"

Células Troncales Mesenquimales de la Almohadilla Grasa de Bichat o Adipose-derived
Stromal Cells from Bichats fat pad (BFP-ASCs, por sus siglas en inglés)

El tejido adiposo representa una fuente de células troncales atractiva por su
accesibilidad y disponibilidad, se puede obtener con métodos minimamente invasivos y con
menos molestias para el paciente. Ademas, el tejido adiposo generalmente se descarta
después de procedimientos quirdrgicos estéticos.?’® Las células troncales adiposas se
describieron por primera vez en el afio 2001 por Patricia A. Zuk et al.?’* Posteriormente, en
2010, Elisabet Farre-Guasch et al. aislaron las células troncales mesenquimales de la
almohadilla grasa de Bichat (BFP-ASCs).2” Las BFP-ASCs son adherentes al plastico y
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expresan marcadores fenotipicos de células troncales caracteristicos como CD13, CD29,
CD44, CD73, CD90, CD105 y CD166, mientras que no expresan los marcadores CD14,
CD34, CD45 y HLA-DR, y ademaés, son células multipotentes al poder diferenciarse en

linajes como osteogénico, adipogénico y condrogénico.?’>276:277.278.219,280,281,282

Células Troncales Mesenquimales de Médula Osea Mandibular o Jaw Bone Marrow
Mesenchymal Stem Cells (JBMMSCs, por sus siglas en inglés)

Las células troncales de medula 6sea (BMMSCSs), como se menciono anteriormente,
fueron las primeras células troncales en ser identificadas por Friedenstein et al.!!® Debido a
que son el tipo de célula troncal mas investigada, representan una fuente accesible de células
troncales por la relativa facilidad con que se obtienen mediante un aspirado medular, y a su
potencial de proliferacion in vitro, se han convertido en el estandar de oro para ser usadas

con fines terapéuticos.?83

Matsubara et al. aislaron y caracterizaron por primera vez las células troncales
mesenquimales de médula 6sea mandibular (JBMMSCs) en el afio 2005.24 Igualmente,
diversos investigadores demostraron que las JBMMSCs son adherentes al sustrato de la placa
de cultivo, tienen una morfologia tipica fibroblastica, expresan los marcadores de células
troncales CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146 y CD166 y son negativas para
para los marcadores CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 y HLA-DR, son células que tienen
capacidad de diferenciacion multipotente en linajes celulares como osteogénico,

adipogénico, condrogénico, neurogénico y vasculogénico,284285286.287,288

Células Troncales Derivadas de Glandulas Salivares o Salivary Gland-derived Stem Cells
(SGSCs, por sus siglas en inglés)

Las células troncales derivadas de las glandulas salivares (SGSCs), comparten
similitud con otras poblaciones de células troncales, se describen como como células
adherentes al plastico con una morfologia fibroblastoide, expresan positivamente marcadores
fenotipicos de células troncales CD13, CD29, CD44, CD49f, CD73, CD90, CD105, LGRS,
STRO-1, OCT-4, igualmente, son negativas para los marcadores CD34, CD45, CD117,

CD133 y HLA-DR, son células troncales multipotentes al demostrar la capacidad de
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diferenciacion osteogénica, adipogénica, condrogénica, asi como algo a resaltar es su

otencial de diferenciacion a linaje hepatogénico y en células acinares,?89:290,291,.292,293,294 |
J y

facil acceso, la baja morbilidad en el sitio donante y su potencial de diferenciacion hacen de

las SGSC otra fuente prometedora para la ingenieria tisular.

DPSCs

SHED

289,290,291

./ BMSCs

PSCs

Figura 17.- Nichos de células troncales en la region bucal. Tomada de Egusa H, Sonoyama
W. (2012). DPSCs: células troncales de la pulpa dental; SHEDs: células troncales de
dientes deciduos exfoliados; PDLSCs: células troncales del ligamento periodontal;
DFSCs: células troncales del foliculo dental; SCAPSs: células troncales de la papila apical;
GMSCs: células troncales mesenquimales de la encia; BMSCs: células troncales
mesenquimales de médula 6sea; SGSCs: células troncales derivadas de glandulas
salivares; PSCs: células troncales del periostio; OESCs: células troncales del epitelio oral;
TGPCs: células progenitoras del germen dental.

Tabla 2.- Caracteristicas de células troncales bucales.
Células Nichos Marcadores Marcadores Potencial de | Referencia
troncales positivos negativos diferenciacion
DPSCs Pulpa de CD9, CD13, | CD11h, CD14, | osteogénico, 148,155,
dientes CD29, CD44, | CD19, CD34, | odontogénico, 158,195,
permanentes CD73, CD90, | CD45 y HLA- | adipogénico, 200,202,
CD105, DR condrogénico y | 203,204,
CD146, neurogénico 205,206,
CD166, 207,208,
SSEA-4, 209,210,
STRO-1, 211,212,
Oct3/4, 213
SOX2,
Nanog
SHEDs Pulpa de CD29, CD44, | CD11b, CD19, | adipogénico, 149,158,
dientes CD73, CD90, | CD34, CD45Yy | osteogénico, 207,219,
deciduos CD105, HLA-DR odontogénico, 221,222,
CD146, neurogénico y | 223,224,
SSEA-4, condrogénico 225,226,
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STRO-1, Oct- 227,228,
4, Nanog 229,230,
231
PDLSCs Ligamento CD9, CD13, | CD11b, CD14, | osteogénico, 150,213,
periodontal CD29, CD44, | CD19, CD34, | adipogénico, 232,233,
CD73, CD90, | CD45 y HLA- | condrogénico 234,235,
CD105, DR cementogénico 236,237,
CD146, 238,239,
CD166, 240,241,
SSEA-3/4, 242
STRO-1, Oct-
4, Nanog
DFSCs Foliculo de CD13,CD29, | CD11b, CD14, | osteogénico, 205,207,
dientes en CD44, CD73, | CD19, CD25, | cementogénico, 213,247,
desarrollo CD90, CD105, | CD28, CD34, | adipogénico, 248,249,
146, CD166, CD45 y HLA- | condrogénico 250,251,
STRO-1, DR neurogénico 252,253,
Notch-1, 254,255,
Nanog, Oct-4 256
SCAPs Papilaapical de | CD13, CD24, | CD11b, CD14, | osteogénico, 151,205,
dientes en | CD29, CD44, | CD19,CD34, | odontogénico, 257,258,
desarrollo CD73,CD90, | CD45yHLA- | condrogeénico, 259,260,
CD105, DR adipogénico, 261,262,
CD146, angiogénico 263,264,
CD166, neurogénico 265,288
SSEA-4,
STRO-1, Oct-
3/4, Nanog
GMSCs Encia CD13, CD29, | CD11b, CD14, | adipogénico, 213,218,
CD44, CD73, | CD19, CD34, | osteogénico 268,269,
CD90, CD105, | CD45 y HLA- | condrogénico 270,271,
CD146, DR 272
CD166,
STRO-1,
SSEA-4,
Oct-4
BFP-ASCs Almohadilla CD13,CD29, | CD14, CD34, | osteogénico, 275,276,
Grasa de CD44,CD73, | CD45y HLA- | adipogénico 277,278.
Bichat CD90, CD105, | DR condrogénico 279,280,
CD166 281,282
JBMMSCs Médula Osea CD13,CD29, | CD11b, CD14, | adipogénico, 284,285,
Mandibular CD44,CD73, | CD19, CD34, | condrogénico, 286,287,
CD90, CD105, | CD45 y HLA- | neurogénico 288
CD146 y DR vasculogénico
CD166
SGSCs Glandulas CD13,CD29, | CD34, CD45, | osteogénico, 289,290,
salivares CD44,CD49f, | CD117, adipogénico, 291,292,
CD73,CD90, | CD133y condrogénico, 293,294
CD105,LGR5, | HLA-DR hepatogénico
STRO-1, células acinares
OCT-4
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2.8.2. Biomateriales
Un biomaterial es un material destinado a interactuar con sistemas biolégicos.?® Los
biomateriales son un componente indispensable en la ingenieria tisular ya que se utilizan para

fabricar estructuras conocidas como andamios.'®

Un andamio (Scaffold en inglés) se define como "un soporte, vehiculo de entrega o
matriz para facilitar la migracién, union o transporte de células o moléculas bioactivas
utilizadas para reemplazar, reparar o regenerar tejidos".?% En otras palabras, el andamio es
una plantilla que interactua con las células proporcionando soporte mecanico temporal y un
entorno 3D, que guia la organizacion, proliferacion y la diferenciacion celular, donde las
células pueden producir un tejido de novo.?®” Por lo tanto, para tener éxito los andamios deben
ser “biomimeticos”, imitando las caracteristicas mas importantes de la matriz extracelular, y

de igual forma regular el comportamiento celular.?%®

Para ser usados en la ingenieria tisular, los andamios deben cumplir ciertos criterios:
Biocompatibilidad. In vivo el andamio no debe provocar una respuesta dafina.?%

Biodegradabilidad. El andamio debe ser degradable en el organismo y eventualmente

debe ser reemplazado por un nuevo tejido.3®

Propiedades mecénicas. Idealmente, el andamio debe tener propiedades mecéanicas
consistentes con el sitio anatdmico en el que se va a implantar y debe ser lo suficientemente

fuerte como para permitir su manipulacion.®°!

Propiedades de superficie. EI andamio debe de promover la adhesion celular, la

migracion y la proliferacion.?®

Arquitectura. Los andamios deben tener una estructura de poro 3D interconectada
para asegurar la colonizacion celular y para facilitar la difusion de nutrientes y oxigeno a las

células junto con la eliminacion de desechos.!®

Clasificacion

De acuerdo con el material, los andamios se clasifican en cuatro grupos: polimeros

(sintéticos y naturales), ceramicos, metales y hibridos.3%

Polimeros
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Polimeros sintéticos

Los andamios mas comunes en uso son polimeros como el acido poliglicolico
(PGA),3033% 4cido polilactico (PLA),3%2% 4cido polilactico-co-glicolico (PLGA),%073%8
policaprolactona (PCL),%®3%° polietilenglicol (PEG),3'13!? polidioxanona (PDO),*!* poli
(sebacato de glicerol) (PGS).3143!> Entre las ventajas de estos polimeros se incluyen,
propiedades fisicas y mecanicas predecibles y reproducibles, y biodegradabilidad. Ademas,
las propiedades como la porosidad, tiempo de degradacion y caracteristicas mecanicas se
pueden controlar para adaptarse a funciones especificas, se pueden producir en grandes
cantidades y almacenar por un tiempo prolongado.3!® Entre las desventajas encontramos que
muchos polimeros sintéticos se degradan por hidrolisis generando productos que aumentan
la acidez local lo que pueden ser perjudicial para las células, otra desventaja es que carecen
de sitios de adhesion celular y requieren modificaciones quimicas para mejorar la adhesion

celular.3Y’

Polimeros naturales

También se usan andamios disefiados a partir de materiales naturales tales como el
colageno, 38319320 gelatina,®?32? elastina,32>?* fibrindgeno,®?®%% 4cido hialuronico,3?7:328
quitosano,®?%33 alginato,*3%3 agarosa,®33334 y dextrano.3**3% Las ventajas de los polimeros
naturales incluyen la biocompatibilidad, biodegradabilidad, se derivan de recursos
renovables, y promueven la adhesion y crecimiento celular.!® Sin embargo, entre las
desventajas, resulta dificil la fabricacion de andamios a partir de polimeros naturales con
estructuras homogéneas y reproducibles pudiendo exhibir variaciones de lote a lote, tienen
limitadas propiedades mecanicas y pueden inducir una respuesta inmune indeseable si no

estan completamente libres de impurezas.t!>3%
Ceramicos

Igualmente se han utilizado materiales inorganicos como altimina,333% fosfato
tricalcico (TCP),**%%4 hidroxiapatita (HA),34%4334 fosfato de calcio bifésico,34534 y
biovidrio.3#7348:349 | as ceramicas se han utilizado ampliamente en la reparacion y reemplazo
de los tejidos duros del cuerpo debido a su similitud con el hueso.!™ Entre sus ventajas

exhiben biocompatibilidad, resistencia mecanica, actividad antimicrobiana, y resistencia al
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cambio de pH y a altas temperaturas. Sin embargo, tienen algunas desventajas como son su
fragilidad, dificultad para disefiarlos e implantarlos y dificultad para controlar la tasa de
degradacion.>°

Metales

Los biomateriales metalicos se utilizan ampliamente para diversos fines, por ejemplo,
en el reemplazo de articulaciones y como implantes dentales.®®* En aplicaciones de ingenieria
tisular se utilizan andamios metalicos disefiados a partir de titatio,®*23 acero inoxidable,***
tantalio,®® y magnesio.**®*" Estos biomateriales demuestran excelentes propiedades
mecanicas como un alto modulo de Young y resistencia a la compresion. Por otro lado, entre
sus desventajas encontramos que no son biodegradables y que pueden liberar iones metalicos
indeseables.®8*° Sin embargo, el magnesio es biodegradable y libera iones que son

fundamentales para el ser humano.3®°
Hibridos o compuestos

Estos andamios son disefiados a partir de una combinacion de dos o mas
biomateriales.®* Los andamios hibridos poseen biocompatibilidad y propiedades mecanicas
superiores en comparacion con los andamios puros. Ademas, también promueven la

adhesion, migracion, proliferacion y diferenciacion celular,362:363,364,365,366,367

2.8.3. Biomoléculas o Factores de crecimiento Growth factors (GF, por sus siglas en
inglés)

Los factores de crecimiento son un grupo de polipéptidos o proteinas que se unen a
receptores celulares ubicados en la membrana celular y que regulan procesos bioldgicos

como el crecimiento, la proliferacion y la diferenciacion celular.3%

Pincipales factores de crecimiento.

Factor de crecimiento transformante § 0 Transforming growth factor f (TGEp, por sus siglas
en inglés)
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La familia del factor de crecimiento transformante B (TGFp) incluye las isoformas
TGF- B1, TGF- B2 y TGF- B3, las proteinas morfogenéticas 6seas (BMP), factores de
crecimiento y diferenciacion (GDF), la familia de factores neurotroficos derivados de la glia
(GDNF), sustancia inhibidora mdlleriana (MIS), nodal y actinas. Estos factores estan
implicados en el desarrollo y mantenimiento de varios 6rganos y participan en diversas

funciones celulares como la proliferacion, diferenciacion y la migracion,369.370371.372

Los factores TGF-B1 y TGF-B3 se han utilizado ampliamente para inducir la
diferenciacion condrogénica de las células troncales?32373:374.3753716.377318 y; tjenen un efecto
beneficioso sobre los condrocitos in vitro, mantienen el fenotipo y estimulan la sintesis de la

matriz extracelular.37938

Proteinas morfogenéticas 6seas o0 Bone Morphogenetic Proteins (BMP, por sus siglas en inglés)
Las proteinas morfogenéticas dseas (BMP) pertenecen a la familia del factor de
crecimiento transformante  (TGFp), se han identificado aproximadamente 20 miembros de
la familia que estan implicadas en diferentes procesos biologicos que incluyen el desarrollo
embrionario, hematopoyesis, neurogénesis, y la diferenciacion de varios tejidos
musculoesqueléticos, incluidos huesos y cartilago. Ademas, participan en la quimiotaxis,
apoptosis, proliferacion, diferenciacion celular y la homeostasis de los tejidos,381:382,383:384,385
Varios estudios reportan que las isoformas BMP2, BMP4, BMP6 y BMP7 inducen la
diferenciacion condrogénica de las células troncales. Por lo tanto, la evidencia indica que las
BMP desempefian un papel importante en la diferenciacién condrogénica, lo que las

convierte en herramientas importantes para la ingenieria tisular del cartilago,232386:387,388,389

Factor de crecimiento de fibroblastos o Fibroblast growth factor (FGF, por sus siglas en inglés)

La familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) lo incluyen al menos 23
miembros distintos identificados en humanos. Estan involucrados en el desarrollo
embrionario, la excitabilidad eléctrica de las células, el metabolismo, migracién celular,
diferenciacion y proliferacion celular ya que estimulan y mejoran la tasa de autorrenovacién
en las células troncales, y en la edad postnatal funcionan como factores
homeostaticos.3%0391:392393 Entre los FGF se sabe que los FGF-2, FGF-8 y FGF-18 tienen un
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papel importante en la homeostasis del cartilago.3943%3% por otro lado, muchos estudios han

investigado el efecto de los FGF-2 y FGF-18 en la diferenciacion condrogénica de células
troncales 397,398,399,400,401,402

Factor de crecimiento similar a la insulina o Insulin-like growth factor (IGF, por sus siglas en
inglés)

Los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) consisten en dos polipéptidos
relacionados, IGF-I e IGF-1I que comparten similitud con la proinsulina. Los IGF participan
en el desarrollo embrionario y en la biologia de las células troncales al estimular la
proliferacion y diferenciacion,403404:405406407 F| factor de crecimiento similar a la insulina |
(IGF-1) induce la diferenciacion condrogénica de las células troncales, pero se potencia

cuando se usa en combinacion con los TGF-B1 y TGF-p3,232408409

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas o Platelet-derived growth factor (PDGF, por
sus siglas en inglés)

En laactualidad la familia del factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF)
consiste en cinco isoformas (PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC y PDGF-DD).*°
El PDGF esté presente en altas concentraciones en las plaquetas teniendo un papel importante
en la cicatrizacion, es un potente factor de proliferacion y quimiotactico para las células de
origen mesenquimal, que incluyen celulas troncales, fibroblastos, osteoblastos y

condroblastos, 411412413414

Factor de crecimiento endotelial vascular o Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF, por
sus siglas en inglés)

La familia del VEGF incluye siete miembros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D, VEGF-E, VEGF-F y PIGF (factor de crecimiento placentario). EI VEGF participa en la
vasculogenesis durante el desarrollo embrionario, en el adulto participa en la angiogénesis y
linfangiogenesis. Ademas, toma parte en el crecimiento y reparacion del tejido.#1>416417 | 5
angiogénesis es indispensable para la ingenieria tisular, ya que para que tenga éxito es

necesaria una vascularizacion adecuada para el transporte de oxigeno y nutrientes hasta las
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células.**® Por esta razon, el VEGF se usa como un inductor de la diferenciacion de las células

troncales en células endoteliales. 19420421422

Factor de crecimiento nervioso o Nerve growth factor (NGF, por sus siglas en inglés)

El factor de crecimiento nervioso (NGF) pertenece a la familia de las neurotrofinas.3"

Este factor tiene efectos sobre el crecimiento, supervivencia y la diferenciacion de neuronas
del sistema nervioso central y periférico, y sobre varias células no neuronales,423:424:425426.427
Por esta razon, el NGF se ha investigado en la diferenciacion neuronal de células troncales

posibilitando su uso en el tratamiento de enfermedades neuronales y para reparar el dafio
neurolégico 428,429,430,431,432,433

Factor de crecimiento epidérmico o Epidermal growth factor (EGF, por sus siglas en inglés)

La familia del EGF incluye al factor de crecimiento transformante o (TGF-a, por sus
siglas en inglés), anfiregulina, cripto, factor de crecimiento epidérmico de union a heparina
(HBEGF, por sus siglas en inglés), factores de crecimiento del virus de la viruela (SPGF, por
sus siglas en inglés), varias heregulinas, epigen, epirregulina y -celulina.3"1434435 Este factor
de crecimiento se ha investigado en la cicatrizacion de lesiones como Ulceras venosas, Ulceras
de pie diabético, quemaduras, heridas quirdrgicas y traumaticas.*36437:438439440 £ cpanto a
la investigacion con células troncales se demostr6 que el EGF mejora la tasa de proliferacion

de las células troncales. 41442443
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3. Justificacion

La regeneracion de las lesiones del cartilago articular son uno de los problemas méas
desafiantes de la medicina a debido a la escasa capacidad intrinseca de este tejido para
repararse.*** Las lesiones del cartilago articular que no penetran al hueso subcondral no se
reparan de manera natural.**® El tratamiento como la estimulacion de médula dsea,*® forma
un tejido fibrocartilaginoso de naturaleza distinta al cartilago articular,®® mientras el implante

101 aportan un tejido de mejor

de condrocitos aut6logos® y los autoinjertos osteocondrales,
calidad, pero implican la extraccion de cartilago sano. Los aloinjertos osteocondrales,*®® se
obtienen de un donador lo que conlleva a problemas inmunoldgicos inevitables.%’De esta
manera la mayoria de estos enfoques no permite la reparacién del cartilago articular a largo
plazo.*** Por lo tanto, se necesitan desarrollar nuevas estrategias de reparacion del
cartilago.!'? Las células troncales bucales son probables candidatas para usarse con un
enfoque de ingenieria tisular en el desarrollo de nuevos tratamientos para la reparacion del
cartilago en la osteoartritis (OA). Este tipo de células troncales son facilmente accesibles y
se pueden encontrar en los tejidos bioldgicos descartados, poseen una gran capacidad de

proliferacion y multipotencialidad.48149.150.151,197,218,219,232,396
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4, Hipotesis y Objetivos

Hipotesis

e Es posible la expresion de glicosaminoglicanos por las células troncales
mesenquimales obtenidas de pulpa dental humana después de haber sido
inducidas con medio condrogénico.

Objetivos

Objetivo general:

e Induccién a linaje condrogénico de células troncales de la pulpa dental y
evaluar cualitativamente la expresion de glicosaminoglicanos.

Objetivos especificos:

e Cultivo heterogéneo de células de pulpa dental.

e Evaluar el metabolismo celular de las células troncales bucales en andamios
de PLC:PLGA.

e Caracterizacion por inmunofluorescencia para detectar la presencia y ausencia
de marcadores de celulas troncales.

e Realizar la induccion de células troncales de la pulpa dental hacia linaje
condrogenico en andamios de PCL:PLGA.

e Evaluar cualitativamente la produccion de glicosaminoglicanos en células
troncales de pulpa dental inducidas hacia linaje condrogénico.
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5. Materiales y métodos

El presente estudio fue aprobado por la comision de Etica y Bioseguridad de la
Facultad de Estudios Superiores lIztacala de la UNAM (CE/FESI/012017/1098). El

consentimiento informado previo por escrito se entrego a cada uno de los donantes.

5.1. Cultivo celular

1. Se extrajeron terceros molares humanos de 5 pacientes sistémicamente sanos (16 a
22 afos). Solo se seleccionaron 6rganos dentales sanos, sin enfermedad periodontal
y sin caries. Antes de la extraccion se realizd antisepsia de toda la cavidad oral
mediante un enjuague bucal para reducir la microbiota bucal.

2. Los dientes extraidos se almacenaron en frascos recolectores estériles de 150 ml con
medio de transporte (solucion fisiologica estéril con antibiéticos y antimicético al 1%
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pug/ml y anfotericina B 5 pg/ml Sigma-
Aldrich). Los frascos fueron colocados en una hielera con gel refrigerante, para ser
transportados al Laboratorio de Ingenieria Tisular y Medicina Traslacional ubicado
en la clinica Odontoldgica Cuautepec de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala
(Figura 18 A).

3. Unavez en el laboratorio, a los dientes se les realizaron 5 lavados por 3 minutos cada
uno con medio de transporte y se colocaron en frascos recolectores estériles nuevos
con medio de transporte y se almacenaron en refrigeracion a 4°C durante 24 hrs.

4. Transcurridas las 24 hrs los dientes se cortaron alrededor de la unién cemento-esmalte
mediante el uso de un disco de carburo a baja velocidad para exponer la camara
pulpar; el enfriamiento se realiz6 con solucion salina estéril (Solucion CS Pissa)
(Figura 18 B, C). Cada diente fragmentado se coloco en un tubo de 50 ml (Biologix)
nuevo con medio de transporte. A los dientes que no estaban completamente
formados no se les realizo ningun corte.

5. A partir de este paso, se trabajé en condiciones asépticas: en una cabina de flujo
laminar (Telstar Bio 1l Advance) previamente limpiada con alcohol etilico al 70% y

expuesta a luz ultravioleta durante 20 minutos.
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10.

11.

12.

13.

14.

Los dientes se colocaron en cajas Petri estériles (Figura 18 D). Para el aislamiento del
tejido pulpar se utilizaron cucharillas de dentina (Hu-Friedy) y pinzas estériles,
separando suavemente el tejido pulpar de la corona, y mediante limas endodoéncicas
estériles (Densply), el tejido pulpar restante se separé de los conductos radiculares
(Figura 18 E). Todo el tejido pulpar aislado se coloco en cajas Petri estériles (Figura
18 F).

Al tejido pulpar se le realiz6 fragmentacion mecénica mediante una hoja de bisturi
del #15 (Figura 18 G). Los trozos de tejido se transfirieron a tubos conicos de 15 ml.
Mediante micropipetas al tejido pulpar se le colocaron 1000 ul de solucion enzimatica
previamente preparada y filtrada (Figura 18 H), misma que contenia 3 mg/ml de
Colagenasa | (Collagenase from clostridium histolyticum, Sigma-Aldrich), y 4 mg/ml
de Dispasa (Dispase Il, Sigma-Aldrich), por mililitro de DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium Low-Glucose, Biowest).

Los tejidos pulpares en solucion enzimética se colocaron en una incubadora (Binder
CB 150-UL) con una atmosfera humidificada de 95% de Oz y 5% de CO2 a 37 ° C
durante 15 minutos.

Se inactivo la solucion enzimatica agregando medio de cultivo, el cual contiene medio
DMEM bajo en glucosa (Dulbecco's Modified Eagle Medium Low-Glucose,
Biowest), adicionado con Suero Bovino Fetal (FBS, Biowest) al 10%, y antibi6ticos
con antimicotico al 1% (penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100ug/ml, anfotericina
B 5 pg/ml, Sigma-Aldrich) en una proporcién 1:1.

Las muestras se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos a 24°C (figura 18 I) en
una centrifuga Sigma 2-16KL.

Se desechd el sobrenadante y se resuspendio el pellet o pastilla celular (sedimento
que contiene las células) en 500ul de medio de cultivo (Figura 18 J), pipeteando
suavemente hacia arriba y hacia abajo para homogeneizar la suspension celular.

Con la ayuda de micropipetas la suspension celular se sembro en cajas de cultivo tipo
T (Figura 18 K) de 25 cm? (Nunclon).

A la caja de cultivo se les agreg6 5 ml de medio DMEM bajo en glucosa, adicionado

con suero bovino fetal (FBS, Biowest) al 10%, y antibidticos con antimicético al 1%
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(penicilina 100U/ml, estreptomicina 100ug/ml, anfotericina B 5ug/ml, Sigma-
Aldrich).

15. Las cajas de cultivo se colocaron en incubadora (Binder CB 150-UL) con una
atmasfera humidificada de 95% de O2 'y 5% de CO2 a 37 ° C (Figura 18 L).

16. El medio de cultivo fue cambiado cada 3 dias hasta alcanzar una confluencia del 80%.

El medio antiguo se traté como un desecho bioldgico.

5.2. Pase celular

1. Después de alcanzar la confluencia del 80% se desecho el medio de cultivo de las
cajas del cultivo primario.

2. Se lavo el cultivo celular agregando 3 ml de PBS (Dulbecco's Phosphate Buffered
Saline, Biowest), se descartd el PBS e inmediatamente se agregaron 3 ml de enzima
(TrypLE™ Express Enzyme (1X), no phenol red). Se coloco la caja de cultivo en la
incubadora (Binder CB 150-UL) a 37 ° C durante 3-5 minutos hasta que las células
se despegaron. Las células separadas debian verse redondas y refractar la luz
alrededor de su membrana; aunque algunas células pudieron permanecer agrupadas.

3. Se agregaron 3 ml de medio de cultivo bajo en glucosa (DMEM) para inhibir la
enzima y luego se transfirio la solucion a un tubo conico de 15 ml (Biologix).
Posteriormente se colocd el tubo en la centrifuga (Sigma 2-16 KL) a 1000 rpm
durante 10 min, se desecho el sobrenadante para obtener el pellet celular en la parte
inferior del tubo cénico de 15 ml y se resuspendié en 1 ml de medio de cultivo,
pipeteando suavemente para homogeneizar la suspension celular.

4. Con micropipetas la solucién celular se sembré en varias cajas de cultivo tipo T de
25 cm? (Nunclon). Las cajas de cultivo se colocaron en incubadora (Binder CB 150-
UL) con una atmdsfera humidificada de 95% de Oz y 5% de CO2 a 37 ° C durante 20
minutos.

5. Seagregaron a cada una de las cajas 4 ml de medio de cultivo bajo en glucosa DMEM,
adicionado con Suero Bovino Fetal (FBS, Biowest) al 10%, antibidticos con
antimicético al 1% (penicilina 100U/ml, estreptomicina 100ug/ml, anfotericina B
5ug/ml, Sigma Aldrich).
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6. Las cajas de cultivo se colocaron en incubadora (Binder CB 150-UL) con una
atmosfera humidificada de 95% de O2 y 5% de CO. a 37 °.

7. El medio de cultivo fue cambiado cada 3 dias, hasta alcanzar una confluencia del
80%.

Una vez que las células alcanzaron el 80% de confluencia, se repitio el protocolo de
pase celular que acabamos de describir para el sembrado celular de cada uno de los ensayos
en el presente estudio. Previo a los ensayos se determino el nimero de células directamente
bajo el microscopio Optico de campo claro de contraste de fases (Leica DM IL LED)

mediante la camara Neubauer (Improved) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

;‘ iluln‘!\yly\ EP

46



Figura 18.- Pasos para el aislamiento y cultivo de células troncales de pulpa dental (DPSCs). A)
organos dentales descontaminados. B) El 6rgano dental se sujeta con el forceps #23 y se procede a
cortar con un disco de diamante. C) Ranura horizontal en la unién cemento-esmalte. D) Dentro de la
cabina de flujo laminar los érganos dentales se colocaron en cajas Petri estériles. E) Aislamiento de
pulpas dentales con limas endodoncicas. F) Pulpas dentales aisladas. G) Fragmentacion mecénica del
tejido pulpar. H) Tejido pulpar en solucion enzimatica. 1) Centrifugado a 1000 rpm durante 10
minutos. J) Obtencion del pellet o pastilla celular. K) Sembrado en cajas de cultivo de 25 cm?. L)
Las cajas de cultivo se colocaron en incubadora con una atmoésfera humidificada de 95% de O2 y 5%
de CO2a37°C.

5.3. Fabricacion y caracterizacién de los andamios
La fabricacion y caracterizacion de los andamios de PCL:PLGA fue realizada por el Dr.

Fernando Hernandez Sanchez y el M.C Julio Cesar Sanchez Pech del Centro de Investigacion
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Cientifica de Yucatan (CICY). Los materiales, métodos y resultados se muestran en

informacion suplementaria.

5.4. Metabolismo celular
La medicion de la actividad metabolica celular juega un papel fundamental en todas

las formas de cultivo celular. EI metabolismo celular se define como la suma de todos los
procesos biogquimicos que producen o consumen energia.**® Los ensayos basados en el
metabolismo celular se usan ampliamente para identificar si ciertos compuestos tienen
efectos citotoxicos que eventualmente conducen a la muerte celular, por lo tanto, estos

ensayos Unicamente miden el metabolismo de las células vivas.**

Para evaluar la actividad metabdlica celular se realizaron los ensayos colorimétricos
por absorbancia Alamar Blue y MTT. Para ambos ensayos se utilizaron andamios de
PCL:PLGA (90:10) y (80:20). Previamente desinfectados con luz ultravioleta durante 60

minutos por cada uno de sus lados en la cabina de flujo laminar (Telstar Bio 1l Advance).

Sembrado en placa de cultivo de 96 pozos para los ensayos Alamar Bluey MTT

1. Después de alcanzar la confluencia (80%) se desech6 el medio de cultivo de uno de
los pozos de la placa de cultivo.

2. Inmediatamente se lavo el cultivo celular agregando 2 ml de PBS, se descarté el PBS
y se agregaron 2 ml de enzima (TrypLE™ Express Enzyme (1X), no phenol red). Se
coloco la placa de cultivo en la incubadora (Binder CB 150-UL) a 37 ° C durante 3
minutos y se observo bajo el microscopio para verificar si quedaban células adheridas
restantes.

3. Se afiadieron 2 ml de medio de cultivo bajo en glucosa (DMEM, Low-Glucose,
Biowest), adicionado con suero bovino fetal (FBS, Biowest) al 10% para inhibir la
enzima y luego se transfirio la solucion a un tubo conico de 15 ml (Biologix) y se
colocé en la centrifuga (Sigma 2-16 KL) a 1000 rpm durante 10 min.

4. Se descarta el sobrenadante para obtener el pellet celular en la parte inferior del tubo

y se resuspendio en 4 ml de medio de cultivo (DMEM, Low-Glucose, Biowest),
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adicionado con suero bovino fetal (FBS, Biowest) al 10% y antibioticos con
antimicotico al 1%, pipeteando suavemente para homogeneizar la suspension celular.

5. Para ambos ensayos se sembraron aproximadamente 5 x 10 ® células por pozo en
placas de 96 pozos (TPP, Techno Plastic Products) (Figura 19) de la siguiente manera:
células en pozo, células en andamios de PCL:PLGA (90:10) y PCL:PLGA (80:20),
para los tres tiempos 3, 7 y 10 dias. Las células en pozo sirvieron como grupo control
y las células en cada uno de los andamios sirvieron como grupos experimentales.
Todos los grupos control y experimentales se realizaron por duplicado.

6. Las placas de cultivo se colocaron en la en la incubadora (Binder CB 150-UL) con
una atmosfera humidificada de 95% de Oz y 5% de CO- a 37 °C durante 20 minutos,
esto para que las células se adhieran a la superficie de los pozos y a los andamios.

7. Finalmente se agregaron a cada uno de los pozos 200 ul de medio de cultivo (DMEM,
Low-Glucose, Biowest), adicionado con suero bovino fetal (FBS, Biowest) al 10% y
antibidticos con antimicético al 1% y se coloc6 dentro de la incubadora a 37°C
durante 48 horas.

3 dias Duplicado

7 dias

10 dfas

ontrol = = <=0 WPCLPLGA(G0:10) PCL:PLGA (80:20)

¥ R & f S Andamio
\:» : Andamio

)

Figura 19.-Sembrado en placa de cultivo de 96 pozos para los ensayos Azul de Alamar y MTT
por cada uno de los tiempos a evaluar. A) células en pozo, B) y C) se aprecian células sobre la
superficie de la placa de cultivo aun lado de los andamios. Imagenes tomadas con el microscopio
invertido Leica de campo claro 10x del Laboratorio de Ingenieria Tisular y Medicina
Traslacional. Barra: 200 um
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Azul de Alamar

Azul de Alamar es un ensayo colorimétrico ampliamente usado para determinar

la viabilidad celular. Dentro de las células viables, el Azul de Alamar experimenta una

reduccién. Debido a la accion de enzimas mitocondriales, el colorante resazurina azul,

débilmente fluorescente, se transforma en resorufina rosa altamente fluorescente. La

cantidad de resorufina producida es proporcional al nimero de células viables que se

pueden cuantificar. Este ensayo es de un solo paso, sensible, seguro, no téxico para las

células y rentable, 48449

Procedimiento

1.

Se prepararon 2000 pl de una “solucion de trabajo”al 10 %, agregando 1800 pl
de DMEM a 200 pl de Azul de Alamar (alamarBlue™ Cell Viability Reagent,
Invitrogen™) en un tubo conico de 15 ml (Biologix).

El medio de cultivo de los pozos selecionados para este ensayo se desechd con la
ayuda de micropipetas.

Se apago la luz de la cabina de flujo laminar y se colocaron 100 pul de la solucién
de trabajo por pozo.

Las placas de cultivo se cubrieron con papel aluminio para protegerla de la luz y
se colocaron en la incubadora (Binder CB 150-UL) con una atmosfera
humidificada de 95% de Oz y 5% de CO2 a 37 ° durante 4 horas.

Con la ayuda de micropipetas se separé la solucion de Alamar Blue en una nueva
placa de cultivo de 96 pozos.

Esta Gltima placa de cultivo se colocé en el lector de placas equipado con un filtro
de 562-630 nm (Biotek EIx808), en el Centro de Investigacion y de Estudios
Avanzados (IPN-Cinvestav).

El ensayo se evalu6 a 3, 7 'y 10 dias por duplicado.
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MTT

El MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl) 2,5-difeniltetrazolium bromuro) es un colorante
que determina la capacidad de las células viables para convertir las sales de tetrazolio
solubles en agua que son facilmente absorbidas por las células vivas y reducidas por la accién
de la enzima mitocondrial succinato-deshidrogena. Esta reaccidn convierte las sales amarillas
de tetrazolio en cristales de formazan de color azul que pueden disolverse en un disolvente
organico y cuya concentracion puede determinarse espectrofotométricamente. La cantidad

de formazan que resulta de esta reaccion depende del nimero de células y su viabilidad.*494%°

Procedimiento

1. Se prepararon 2000 pl de una “solucion de trabajo MTT” al 10% agregando 1800
pl de DMEM sin rojo fenol con 200 pl de MTT (Cell Proliferation Kit I, Roche) a un
tubo conico de 15 ml (Biologix).

2. El medio de cultivo de los pozos seleccionados para este ensayo se desecho con la
ayuda de micropipetas e inmediatamente se lavé con PBS.

3. Seapag6 la luz de la cabina de flujo laminar y se colocaron 100 ul de la solucién de
trabajo MTT por pozo.

4. Las placas de cultivo se resguardaron de la luz con papel aluminio y se colocaron en
incubadora (Binder CB 150-UL) con una atmdsfera humidificada de 95% de Oz y 5%
de CO2 a 37 ° durante 3 hrs.

5. Seagregaron 100 pl de isopropanol (incluido en el kit) para disolver el formazan azul
y las placas de cultivo se colocaron nuevamente en la en la incubadora durante toda
la noche.

6. Al dia siguiente la solucion de MTT se separ6 en una placa de cultivo de 96 pozos
colocando 100 pl por pozo.
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7. Esta ultima placa de cultivo se colocé en el lector de placas equipado con un filtro de
562-630 nm (Biotek EIx808), en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados
(IPN-Cinvestav).

8. Elensayo se evaluo a 3, 7 y 10 dias por duplicado.

5.5. Inmunofenotipo
Las celulas troncales de la pulpa dental se caracterizaron por inmunofluorescencia

para detectar la presencia o ausencia de marcadores CD44, CD90, STRO-1, CD45 y CD34.

El uso de anticuerpos para identificar la localizacion de antigenos en células es una
de las herramientas mas importantes en biologia celular. Cuando se identifica en qué células
reside un antigeno, se adquiere informacion crucial sobre el antigeno y sus funciones
potenciales.®*! La técnica implica la deteccion de epitopos celulares especificos con un

anticuerpo y un sistema de marcaje apropiado.**?

Para que la inmunorreaccion antigeno-anticuerpo se observe en el microscopio, el
anticuerpo debe tomar una etiqueta: enzima, fluoréforo, oro coloidal o biotina.**® En el
presente estudio utilizamos una etiqueta de fluoréforo que se puede visualizar directamente

en un microscopio de fluorescencia.

Procedimiento:
Sembrado en placa de cultivo de 24 pozos

1. Para analizar la expresion de marcadores de superficie se sembraron
aproximadamente 5 x 10 2 células por pozo en una placa de 24 pozos (TPP, Techno
Plastic Products) (Figura 20). Los anticuerpos CD34 y CD45 sirvieron como
controles negativos y los marcadores CD44, CD90 y STRO-1 sirvieron como
controles positivos.

2. La placa de cultivo se colocd en la incubadora (Binder CB 150-UL) con una
atmosfera humidificada de 95% de O2 y 5% de CO a 37 ° C durante 20 minutos para
que las células se adhieran al sustrato de la placa.

3. Acadauno de los pozos se les agregaron 1000ul de medio de cultivo DMEM bajo en

glucosa (Dulbecco's Modified Eagle Medium Low-Glucose, Biowest), adicionado
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con Suero Bovino Fetal (FBS, Biowest) al 10%, antibidticos con antimicoético al 1%
(penicilina 100U/ml, estreptomicina 100ug/ml, anfotericina B 5ug/ml, Sigma-
Aldrich).

La placa de cultivo se colocé en la incubadora (Binder CB 150-UL) con una
atmasfera humidificada de 95% de O2 y 5% de CO- a 37 °C durante 48 horas.

CD44 CD90
STR‘O-]_ CD34
CD45

Figura 20.-Sembrado en placa de cultivo de 24 pozos para el ensayo de
inmunofenotipo.

Inmunofluorescencia

. Transcurridas las 48 horas el medio de cultivo se retird y se lavaron las células 3 veces
con PBS-Tween 1X (Sigma-Aldrich), durante 2 minutos cada lavado.

Las células se fijaron agregando 500 pl de formalina al 10% (Sigma-Aldrich) durante
20 minutos.

Con la ayuda de micropipetas se retird la formalina y se lavaron las células 3 veces
con PBS-Tween 1X, 2 minutos cada lavado.

Las células se permeabilizaron durante 20 minutos con 500 pl Triton™ X-100
(Sigma-Aldrich) al 0.025%.

Con la ayuda de micropipetas se retir6 el Triton X-100 y se agregaron 500 pl de BSA
(Bovine Serum Albumin, Santa Cruz) al 1% en PBS (Dulbecco's Phosphate Buffered
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10.

11.

Saline, Biowest) para bloguear la union inespecifica del anticuerpo durante 30
minutos.

Se retird la BSA y se lavaron las células 3 veces con PBS-Tween 1X, 2 minutos cada
lavado.

Para la realizacion de los siguientes pasos se apago la luz de la cabina de flujo laminar.
Se agregaron 100p! del anticuerpo primario antihumano CD44 (Santa Cruz) diluido
en BSA 1:100ul, 100l de anticuerpo primario antihumano Stro-1 (Santa Cruz)
diluido en BSA 1:100pl, 100ul de anticuerpo primario antihumano CD90 (R&D
SYSTEMS) diluido en BSA 1:100ul, 100ul de anticuerpo primario antihumano
CD34 (Santa Cruz) diluido en BSA 1:100upl y 100upl de anticuerpo primario
antihumano CD45 (Santa Cruz) diluido en BSA 1:100ul. La placa de cultivo se
resguardo de la luz con papel aluminio y se coloco en refrigeracion a 4°C durante
toda la noche.

Se descart6 la solucion con los anticuerpos primarios y se lavaron las células 3 veces
con PBS-Tween 1X, 2 minutos cada lavado.

Se agregaron 100ul de anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 (ThermoFisher)
diluido en PBS 3:300ul para los marcadores CD44, STRO-1 y CD34, 100ul de
anticuerpo secundario Donkey anti-sheep IGG NorthernLights NL557 (R&D
SYSTEMS) para el marcador CD90 diluido en solucién bloqueadora 1:100pl, 100ul
de anticuerpo secundario FITC-Donkey antimouse IgG (Jackson) para el marcador
CD45, la placa de cultivo se resguardo de la luz con papel aluminio durante 1 hora a
temperatura ambiente.

Se agregaron 100pl de DAPI ((4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride
Invitrogen™) diluido en PBS 1:500ul por pozo para tefiir los nucleos durante 5
minutos.

Se lavaron las células con agua destilada y se observaron en microscopio confocal
Nikon A1R+ STORM ubicado en el Instituto de Investigaciones Biomedicas, C.U,
UNAM vy en microscopio de epifluorescencia ZEISS Scope.Al ubicado en en el

Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados Cinvestav, IPN.
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5.6. Induccion condrogénica
Las células troncales pueden diferenciarse en

condrocitos en condiciones de cultivo especificas. Para la
induccion condrogénica se utilizO MesenCult™-ACF | /
Chondrogenic Differentiation Medium (StemCellTM) BISTEMCELL |
#05455 (Figura 21) que consta de un medio basal de 95 ml
#05456 y un suplemento de 5 ml #05457.4%*

Figura 21.-Kit de diferenciacon
condrogénico. Tomado de STEMCELL
Sembrado en placa de cultivo de 24 pozos TECHNOLOGIES.

para la induccion condrogénica

1. Para la induccon condrogénica se sembraron aproximadamente 5 x 10 2 células por
pozo en forma de micromasa en placas de 24 pozos (TPP, Techno Plastic Products)
(Figura 22) de la siguiente manera: células en pozo, células en andamio de
PCL:PLGA (90:10) y ceélulas en andamio de PCL:PLGA (80:20) con tratamiento
inductor (medio inductor), finalmente, células en andamio de PCL:PLGA (90:10) y
células en andamio de PCL:PLGA (80:20) sin tratamiento inductor (medio de cultivo
DMEM). Las células en pozo, las células en cada uno de los andamios sin tratamiento
inductor sirvieron como grupos control y las células en cada uno de los andamios con
tratamiento inductor sirvieron como grupos experimentales. Todos los grupos se
realizaron por duplicado.

2. La placa de cultivo se colocé en la incubadora (Binder CB 150-UL) con una
atmosfera humidificada de 95% de O. y 5% de CO. a 37 ° C durante 20 minutos para
que las células se adhieran alos andamios y al sustrato de la placa.

3. A cada uno de los pozos se les agregaron 1000pul de medio de cultivo DMEM bajo en
glucosa (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium Low-Glucose, Biowest), adicionado
con Suero Bovino Fetal (FBS, Biowest) al 10%, antibidticos con antimicoético al 1%
(penicilina 100U/ml, estreptomicina 100ug/ml, anfotericina B 5ug/ml, Sigma-
Aldrich).
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4. La placa de cultivo se coloco en la incubadora (Binder CB 150-UL) con una
atmosfera humidificada de 95% de O2 y 5% de CO: a 37 °C durante 72 horas.

Células en pozo

Células + andamio +
tratamiento inductor

Células + andamio +
sin tratamiento
inductor

PCL:PLGA
(90:10)

Azul Alcian

Safranina O

PCL:PLGA
(80:20)

Figura 22.-Sembrado en placa de cultivo de 24 pozos para el ensayo de
induccion condrogénica y tincion.

Induccion

1. Se descongelo el suplemento de diferenciacion condrogénico MesenCult ™ -ACF

20X Chondrogenic Differentiation Supplement, 5 ml (STEMCELL™) a temperatura

ambiente.

2. Parapreparar el medio de diferenciacién condrogénico en un tubo de 50 ml se agregd

1 ml de suplemento por cada 19 ml de medio basal MesenCult™-ACF Chondrogenic
Differentiation Basal Medium, (STEMCELL™),

3. A los pozos se les descarto el medio de cultivo e inmediatamente se les agregaron
500ul ml de PBS (Phosphate Buffered Saline, Biowest).
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4. Se descarto el PBS y se agregaron 500ul ml de DMEM a las células en pozo (grupo
control).

5. Se agregaron 500ul de medio de diferenciacién condrogénica MesenCult ™ -ACF a
cada pozo de células con andamios (grupos experimentales).

6. Se coloco laplaca de cultivo en la incubadora (Binder CB 150-UL) con una atmdsfera
humidificada de 95% de O2 y 5% de CO2 a 37° C durante 7 dias.

Dia 7:

1. Se cambio el medio a los grupos control y experimentales.
2. La placa de cultivo se coloco en la en la incubadora (Binder CB 150-UL) con una
atmosfera humidificada de 95% de Oz y 5% de CO2 a 37° C durante 7 dias.

Dia 14:

1. Se cambio el medio a los grupos control y experimentales.
2. La placa de cultivo se coloco en la en la incubadora (Binder CB 150-UL) con una
atmosfera humidificada de 95% de Oz y 5% de COz a 37° C durante 7 dias.

Dia 21:

1. Una vez transcurrido el tiempo de induccidn segun lo recomendado por el fabricante

el cultivo celular se usé para los siguientes ensayos.

5.7. Tincion Azul Alcian
El azul alcian es un colorante de caracter basico utilizado ampliamente para demostrar

la presencia de glicosaminoglicanos sulfatados. El azul alcian es un derivado de las

ftalocianinas y tifie de color azul debido a la presencia de cobre. 4456457
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Procedimiento

Para realizar la tincion se utilizo el kit de tincion azul alcian (Alcian Blue Staining Kit #8378,
ScienCell™, USA) (Figura 23).

1. Se retiro el medio de cultivo de cada uno de
los pozos.

2. Se lavaron cuidadosamente las celulas con
PBS durante 2 minutos.

3. Fijacion en paraformaldehido al 4% durante
20 minutos a temperatura ambiente.

4. Se retir6 el paraformaldehido y se lavé por

5 minutos con agua destilada.

Figura 23.- Kit de tinciébn Azul Alcian
5. Se agregan 500pl de acido acético al 3%  ScienceCell™.

(Cat.#8378c) durante 3 minutos.

6. Se retird el acido acético y se agregaron 500 ul de azul alcian al 1% (Cat.#8378a)

durante 60 minutos a temperatura ambiente.
7. Se lavo con agua destilada por 5 minutos para retirar el colorante.
8. Finalmente, se observo con el microscopio optico de campo claro de contraste de

fases (Leica DM IL LED) con un aumento de 4x.

5.8. Tincion Safranina O
La safranina O, también conocido como rojo basico 2, es un tinte catidnico que se une

especificamente con elementos de cargas negativas como los proteoglicanos y
glicosaminoglicanos, los cuales estdn presentes en la matriz extracelular del cartilago

articular,4°7:458.4%9
Procedimiento

Para realizar la tincion se utilizo el kit de tincion de safranina O (Safranin O Staining
Kit #8348, ScienCell™, USA) (Figura 24).
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1. Se transfirieron 20 mg del colorante Safranina
O (Cat.#8348a) en un tubo conico de 50 ml.

2. Se agregaron 20 ml de agua destilada y se agito
suavemente para hacer la solucién de Safranina
O al 0.1%.

3. Se filtro la solucién de Safranina O mediante un
papel filtro (Whatman) en un nuevo tubo conico

de 50 ml (el fabricante recomienda usar la

solucion en un periodo no mayor a un mes).

o ] ] Figura 24.- Kit de tincion Safranina O
4. Se retiro el medio de cultivo de cada uno de los  ggjencell™.

p0Zz0s.
Se lavaron cuidadosamente las células con PBS durante 2 minutos.

Fijacion en paraformaldehido al 4% durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Se retir6 el paraformaldehido y se lavo por 5 minutos con agua destilada.

Se agregan 500ul de acido acético al 1% (Cat.#8348c) durante 15 segundos.

© © N o o

Se retird el acido acético y se agregaron 500l de Safranina O al 0.1% durante 30
minutos a temperatura ambiente.

10. Se lavo con agua destilada por 5 minutos para retirar el colorante.

11. Finalmente, se observd con microscopio éptico de campo claro de contraste de fases
(Leica DM IL LED) con un aumento de 4x.
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6. Resultados

Cultivo celular

Se obtuvo el cultivo primario mediante la técnica de digestion enzimatica, estos
resultados demuestran la eficacia de dicha técnica. Después de 72 horas se realiz6 el cambio
de medio de cultivo para eliminar las células no adherentes y restos de tejido. Las células se
observaron bajo microscopio invertido Leica de campo claro para examinar su morfologia y
adherencia al sustrato de la placa de cultivo, observandose células cuya membrana plasmatica
crea proyecciones irregulares con morfologias variables: teniendo una forma similar a
fibroblastos y células poligonales (Fig. 25A). Después de 3 semanas, las células proliferaron

extensamente agrupandose en un gran namero formando colonias con una morfologia

fibroblastoide homogénea, abundante citoplasma y nucleos grandes (Fig. 25B y 25C).

Figura 25.- A) Células con morfologia
hetereogénea. Objetivo 10x. B) y C) Colonias
celulares con morfologia fibroblastoide
homogénea despues de 3 semanas de cultivo.
Objetivos 10x y 4x respectivamente. Imagenes
tomadas con el microscopio invertido Leica de
campo claro del Laboratorio de Ingenieria
Tisular y Medicina Traslacional UNAM-FES
Iztacala.
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Metabolismo celular
Ensayo Alamar Blue

Se evalud cuantitativamente la actividad metabdlica in vitro de DPSCs cultivadas en
diferentes tiempos 3, 7 y 10 dias usando el ensayo Alamar Blue. La gréfica (Figura 26),
muestra que el metabolismo celular tuvo una tendencia al aumento entre el dia 3 y el 7,
manteniéndose practicamente igual hasta el dia 10. Los resultados obtenidos muestran que
no hay un aumento de la muerte celular en las células sembradas en los andamios de

PCL:PLGA en comparacion con las células en pozo, lo que descarta la posible toxicidad de

los andamios.
Ensayo ALAMAR BLUE
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Figura 26.- Gréfica de actividad metabdlica celular determinada por ensayo de Alamar Blue después
de 3, 7y 10 dias.
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Ensayo MTT

La optimizacion de las condiciones de cultivo para la actividad metabolica in vitro de
las células troncales de la pulpa dental (DPSCs) cultivadas en diferentes tiempos (3, 7 y 10
dias), se evalué mediante el ensayo MTT. Los resultados (Figura 27) muestran un aumento
de la actividad metabdlica celular a partir del dia 3 al dia 10. La actividad metabdlica de las
DPSCs en pozos fue mayor en los tres tiempos en comparacion con las DPSCs en andamios
de PCL:PLGA. Por lo que se observa en la grafica la actividad metabdlica de las DPSCs fue
mayor en el andamio de PCL:PLGA 80:20 a los 7'y 10 dias, en comparacion con los andamios
PCL:PLGA 90:10.

Ensayo MTT
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o) A Q
Tiempo (dias)

[ Células en pozo B8 PCL:PLGA (90:10) Il PCL:PLGA (80:20)

Figura 27.- Grafica de actividad metabdlica celular determinada con el ensayo de MTT después de 3, 7 y 10 dias.
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Inmunofenotipo

El andlisis inmunofenotipico de las DPSCs reveld la expresion positiva para los
marcadores mesenquimatosos CD44 (Figura 28 y 29), STRO-1 (Figura 30), CD90 (Figura
31) y revelo la expresion negativa para el marcador leucocitario CD45 (Figura 33) estos
resultados indicaron la presencia de células troncales. Sin embargo, las células mostraron

expresion positiva del marcador hematopoyético CD34 (Figura 32). Los datos obtenidos

sugieren que las poblaciones de DPSCs poseen diversos fenotipos.

Figura 28.- Analisis de expresién con CD44. Imagenes por inmunofluorescencia 10x, tomadas con el
microscopio confocal Nikon A1R+ STORM, anticuerpo secundario Alexa Fluor 488, se puede observar
la membrana celular (verde) v niicleos teflidos con DAPI (azul).

Figura 29.- Andlisis de expresion con CD44. Iméagenes por inmunofluorescencia 20x, tomadas con el
microscopio confocal Nikon ALR+ STORM, anticuerpo secundario Alexa Fltor 488, se puede observar
la membrana celular (verde) y ndcleos tefiidos con DAPI (azul).



Figura 30.- Anélisis de expresion con STRO-1. Iméagenes por inmunofluorescencia 10x, tomadas con el
microscopio confocal Nikon A1R+ STORM, anticuerpo secundario Alexa Fluor 488, se puede observar
la membrana celular (verde) y nacleos tefiidos con DAPI (azul).

Figura 31 .- Andlisis de expresion con CD90. Imégenes por inmunofluorescencia 40x, tomadas con el
microscopio de epifluorescencia ZEISS Scope. Al, anticuerpo secundario Alexa Fluor 488, se puede
observar la membrana celular (verde) y nucleos tefiidos con DAPI (azul).
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Figura 32.- Andlisis de expresion con CD34. Imagenes por inmunofluorescencia 10x, tomadas con el
microscopio confocal Nikon A1R+ STORM, anticuerpo secundario Alexa Fluor 488, se puede observar
la membrana celular (verde) y nucleos tefiidos con DAPI (azul).

Figura 33 .- Andlisis de expresion con CD45. Imégenes por inmunofluorescencia 40x, tomadas con el
microscopio de epifluorescencia ZEISS Scope.Al, anticuerpo secundario Alexa Fluor 488, se puede
observar que las células fueron negativas para el marcador CD45 y nucleos tefiidos con DAPI (azul).
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Induccién condrogénica

La evaluacion histoldgica de las DPSCs en el dia 21 de la induccién condrogénica confirmé
la presencia de glicosaminoglicanos mediante las tinciones azul alcian (Figura 34) y safranina
O (Figura 35), lo que demuestra el potencial de diferenciacion condrogénica de las DPSCs.
Los depositos de glicosaminoglicanos sulfatados visualizados con azul alcian, asi como los
proteoglicanos y glicosaminoglicanos evidenciados por la safranina O, se detectaron con

mayor intensidad en todos los grupos con el tratamiento inductor en contraste con los grupos

controles.

500 pm
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Figura 34.- Iméagenes representativas de la tincion de glicosaminoglicanos sulfatados mediante azul
alcian después de 21 dias de incubacién. A-D muestran las imagenes macro y microscopicas (4X), en
los grupos de andamios con el tratamiento inductor; E-H corresponden a los grupos de andamios sin
tratamiento inductor, y las imégenes I-J corresponden a DPSCs sin tratamiento inductor (grupo control).
Las flechas rojas sefialan la tincidn positiva de glicosaminoglicanos por azul alcian.



PLGA (80:20)

PCL
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Figura 35.- Iméagenes representativas de la tincion de glicosaminoglicanos y/o proteolicanos mediante
safranina O después de 21 dias de incubacion. A-D muestran las imagenes macro y microscopicas (4X),
en los grupos de andamios con el tratamiento inductor; E-H corresponden a los grupos de andamios sin
tratamiento inductor, y las imégenes 1-J corresponden a DPSCs sin tratamiento inductor (grupo control).
Las flechas rojas sefialan la tincion positiva de glicosaminoglicanos y/o proteoglicanos por safranina O.
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7. Discusion

Ninguna técnica disponible actualmente para el tratamiento de lesiones del cartilago
articular ha sido completamente exitosa*®. La técnica de estimulacion de medula dsea
produce una respuesta de reparacion variable e irreproducible, el tejido que se forma es
fibrocartilago mecanicamente inferior, por lo tanto, no es una solucion a largo plazo.® Por
otro lado, los autoinjertos osteocondrales estan limitados debido al tamafio del defecto que
se puede tratar y con frecuencia se observa una falta de integracion periférica del
cartilago.®21%? |os aloinjertos osteocondrales pueden reconstruir grandes defectos, pero
conllevan inevitablemente a problemas inmunoldgicos.**+1% Finalmente, la implantacion de
condrocitos autdlogos es la terapia celular mas utilizada para la reparacién del cartilago, y
aungue los resultados clinicos son alentadores y en general satisfactorios, la principal
limitacion de esta técnica es la perdida del fenotipo de los condrocitos cuando se cultivan y

expanden in vitro.*6!

En la actualidad las células troncales de la pulpa dental (DPSCs) representan una
fuente atractiva de células troncales para la ingenieria tisular debido a su facil acceso, mayor
tasa de proliferacion y multipotencialidad para diferenciarse en una gran variedad de linajes
celulares.*®? En el presente estudio se describi6 el protocolo de obtencién y caracterizacion
de DPSCs. Utilizamos el método por digestion enzimatica, este método de cultivo ha sido
utilizado ampliamente para realizar cultivos primarios. Estudios previos han descrito el
procedimiento para el aislamiento de las células troncales de tejidos dentales, utilizando
enzimas que degradan la matriz extracelular, los resultados concuerdan con estas
publicaciones, lo que demuestra la eficacia de esta técnica,148:149150.151,152,155,195,196,202.463 gy
cuanto a la morfologia celular, las DPSCs adherentes al sustrato de la placa de cultivo
mostraron durante los primeros dias una morfologia variable teniendo una forma similar a
fibroblastos, células cuboidales o poligonales como se muestra en los resultados (Figura
25A\). Sin embargo, después de 3 semanas las células proliferaron extensamente agrupandose
en colonias celulares con morfologia fibroblastoide, abundante citoplasma y nucleos grandes
(Figura 25B y 25C), por lo tanto, nuestros resultados concuerdan con estudios previos que

reportan una tipica morfologia fibroblastoide,48-155:158.195.196,202,205,207,208,209,210,213
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El inmunofenotipo de las DPSCs analizado en este estudio reveld la expresion
positiva para los marcadores mesenquimatosos CD44, CD90 y STRO-1, asi como, la
expresion negativa del marcador leucocitario CD45 estos resultados indicaron la presencia
de marcadores de células troncales. STRO-1 es un marcador de células troncales
ampliamente conocido y ha sido muy utilizado para el reconocimiento y aislamiento de varios
tipos de células troncales, incluyendo las de tejidos dentales,!°8200.210.211,214.216,463464
Igualmente, el CD44 y CD90 también se expresan ampliamente en las células
troncales,148205209210.212213 Gronthos et al. fueron los primeros en reportan la expresion

positiva del marcador CD44 en las DPSCs.4

Debido a que el cultivo no se purifico, es decir fue un cultivo heterogéneo también
hubo expresion positiva de CD34 que es un marcador caracteristico de ceélulas
hematopoyéticas. Los criterios minimos para definir a las células troncales propuestos por el
International Society for Cellular Therapy en 2006, establecen que dichas células deben ser
negativas para CD34 ( < 2 % de la poblacion).®® Sin embargo, existe evidencia publicada
que demuestra la expresion de CD34 en las células troncales, las células CD34+ representan
un menor porcentaje de la poblacion celular total.*®> Bakopoulou et al. reportaron que la
expresion de CD34 por citometria de flujo de las DPSCs aisladas de terceros molares de
sujetos de 16 a 18 afios de edad (n=3) fue de 26.87%, 25.12% y 9.37%.Tambien, sus
resultados mostraron la expresion de CD34 en las SCAPs en un total 10.55%, 10.19% vy
8.77%.2%* Laino et al. encontr6 que las DPSCs CD34+ representaban 10.09% de la poblacion
total, también, asociaron la expresién de CD34, STRO-1 y c-kit para la identificacion de una
poblacion de DPSCs derivadas de la cresta neural.?!® Sidney et al. establecieron que las
células troncales CD34+ estan presentes inmediatamente después de la extraccion, pero
disminuye su cantidad cuando se mantienen en condiciones de cultivo in vitro.*®® Esto
concuerda con lo reportado por d'Aquino et al. que analizaron la expresion de varios
marcadores de DPSCs mediante citometria de flujo, realizados en los dias 15, 22, 30y 36 de
cultivo. En ese sentido, estos autores reportan que en el dia 15 se confirmo la expresion de
CD34 en un namero importante de células, en el dia 22 las células CD34+ eran mas
numerosas que en el dia 15, en el dia 30 las células seguian siendo CD34+ pero en menor

cantidad que en el dia 22, y en el dia 36 la expresion de CD34 fue nula.*®
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Como se menciono anteriormente en 2006 se establecen los criterios minimos para
definir a las células troncales.’™> Lin et al. cuestionaron esta publicacion ya que el
International Society for Cellular Therapy no ofrecen una explicacion ¢sobre por qué el
marcador CD34 deberia ser un marcador negativo para las células troncales? Apunta a que
la falta de expresion de CD34, se basa en células troncales cultivadas in vitro y no en células
troncales que residen en sus respectivos nichos. Por lo tanto, la falta de expresion de CD34
es consecuencia del cultivo in vitro. Y concluye, con que las células CD34+ permitiria la
identificacion de una poblacion de células troncales asociadas intimamente con la
vasculatura, proponiendo que las células troncales CD34+ son posiblemente células troncales

vasculares.*®’

Estudios anteriores han indicado que las células troncales pueden interactuar con los
andamios de PCL:PLGA siendo una opcién por considerar en la ingenieria
tisular,66:468:469.470.471,472.413474475 Ey ¢] presente estudio se realizaron ensayos de actividad
metabolica celular para evaluar el efecto citotoxico de los andamios PCL:PLGA (90:10) y
(80:20) mediante los ensayos MTT y Alamar Blue. Estudios previos han demostrado que los
ensayos MTT y Alamar Blue son confiables y se utilizan ampliamente para determinar la
citotoxicidad.15°:469.476:477,478:479,480,481 482,483 484485 Nyestros resultados evidenciaron que los
andamios anteriormente mencionados promueven la viabilidad y proliferacion celular lo que
descarta la posible toxicidad de los mismos, coincidiendo con estudios previos que
demuestran que los andamios de PCL:PLGA exhiben propiedades de biocompatibilidad
proporcionando un microambiente favorable para la adhesion, migracién, proliferacion
celular y biodegradabilidad,*69486:487.488

En este estudio, se demostré que las DPSCs bajo condiciones de induccién apropiadas
experimentan una diferenciacién condrogénica, comprobada por la sintesis de los
glicosaminoglicanos que se evidencio mediante las tinciones azul alcian y safranina O.
Ambas tinciones poseen moléculas de carga positiva capaces de unirse a elemento de carga
negativa como los glicosaminoglicanos presentes en la matriz extracelular del cartilago
articular. Lo anterior, concuerda con los resultados de multiples investigaciones que han
reportado la expresion de glicosaminoglicanos de las DPSCs diferenciadas a linaje

condrogénico mediante las tinciones azul alcian y safranina
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(0.199:203,206,210,489,490,491,492,493 494,495,496 Sjjy embargo, nuestros resultados ante la tincion con
azul alcian, mostraron que en el grupo control la cantidad de glicosaminoglicanos sulfatados
fue similar a la presente en los grupos con andamios, pero menor a la de los grupos inducidos
(Figura 34); mientras que la tincion con safranina O revel6 que la cantidad de proteoglicanos
y/o glicosaminoglicanos fue menor en los grupos con andamio y células en pozo que la

presente en los grupos inducidos (Figura 35).

Descartamos que los andamios de PCL:PLGA induzcan la diferenciacion
condrogénica de las DPSCs ya que la los glicosaminoglicanos sulfatados estuvieron
presentes en las DPSCs sembradas en pozo. Una posibilidad que explique la presencia de
glicosaminoglicanos sulfatados en el grupo control es la diferenciacion espontanea de las
DPSCs a linaje condrogénico. Al respecto, Xiao et al., en su investigacion reportd la
diferenciacion espontanea de las DPSCs en mudltiples linajes que incluyen el neuronal,
vascular, osteogénico y condrogeénico, cabe resaltar que realizé un cultivo 3D de las DPSCs
en un andamio de matrigel con medio osteoinductor.*®” Otra posible explicacion consiste en
que las células pulpares in vitro sintetizan de manera natural glicosaminoglicanos sulfatados,
de los cuales incluyen el dermatan sulfato, condroitin sulfato y acido hialuronico*® y que

también estan presentes en el cartilago articular.?!-3®

Por lo anteriormente discutido la sinergia de las células troncales, andamios y factores
de crecimiento probablemente revolucione los tratamientos para las lesiones

osteocartilaginosas.
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8. Conclusiones

En el presente estudio se demostrd que la pulpa dental representa una fuente viable y atractiva
de células troncales debido al facil acceso del sitio de recoleccion, siendo obtenidas de dientes
gue normalmente se descartan como residuos bioldgicos, por lo que no plantea problemas

éticos.

La obtencién de células troncales por digestion enzimatica a partir de pulpa dental fue
confirmada. En este sentido, las células derivadas de la pulpa dental mostraron caracteristicas

béasicas de células troncales como la adherencia al plastico y una morfologia fibroblastoide.

Nuestros resultados visualizaron la expresion positiva de los marcadores CD44, CD90 y
STRO-1, asimismo, se constato la expresion negativa del marcador CD45 en las células de
pulpa dental, evidenciando la presencia de células troncales de la pulpa dental (DPSCs).

La expresion positiva del marcador CD34 en las DPSCs obtenidas en el presente estudio,
podria deberse a la falta de procedimientos de purificacion celular, pero concuerda con los
antecedentes de células troncales de pulpa dental.

Los ensayos Alamar Blue y MTT demostraron que el andamio PCL:PLGA permite la
viabilidad celular, descartando de esta manera la citotoxicidad del andamio. Por lo tanto, este
andamio puede ser considerado como un candidato para aplicaciones de ingenieria tisular en
el cartilago articular. Sin embargo, se deben realizar estudios adicionales in vivo para evaluar

otras propiedades de este andamio.

El presente estudio confirma el potencial de diferenciacion condrogénico de las células
troncales de pulpa dental. De manera general, nuestros resultados proporcionan evidencia
sobre la eficacia de la ingenieria tisular que proponemos como un enfoque innovador dirigido

a la regeneracion del cartilago articular.
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10. Informacion suplementaria

1.-Fabricacion del andamio
Disolucion PCL y PCL:PLGA

Para las disoluciones se utilizo policaprolactona (Perstorp, Mn=80000, Tm de 58°C-
60°C y Tg de -60°C) y acido poli(D, L-lactico-co-glicdlico), (lactico:glicolico (75:25), Mn=
76000-115000 y Tg = 49°C-55°C). Se prepararon andamios PCL:PLGA en diferentes
relaciones (0:100, 10:90 y 20:80). Los disolventes utilizados fueron cloroformo y etanol de
grado reactivo (JALMEK®). Las mezclas fueron disueltas al 12% m/v en cloroformo/etanol

(90:10) durante un periodo de 12 h continuas.

Electrohilamiento de las mezclas

Todas las mezclas poliméricas fueron electrohiladas utilizando una diferencia de
potencial de 20 kV, una distancia entre el &nodo y el catodo de 13 cm, una rapidez de giro
del cilindro de 3 rev/s y una rapidez de flujo de 0.2 mi/h.

Microscopia electronica de barrido

La caracterizacion de la morfologia de las fibras de los andamios se llevo a cabo por
medio de microscopia electronica de barrido, los diametros de las fibras fueron analizados
por medio del software Image-j. Para medir este didmetro, cada microfotografia se dividi
en cuatro regiones como se muestra en la figura 2, en cada cuadrante se contabilizaron 25
fibras, dando como resultado la medicion del didmetro de 100 fibras en total. Para determinar
el tamafio del poro promedio, se traz6 una circunferencia entre fibras sobrepuestas en forma
de tridngulo o cuadrado, en cada cuadrante se realizaron 10 medidas de diametro de los poros,

dando un total de 40 medidas por tipo de andamio.
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Calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés)

Determinar el comportamiento térmico de los polimeros cuando son mezclados se

realizaron ensayos mediante un calorimetro diferencial de barrido modelo Perkin Elmer, los

parametros utilizados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3.- parametros utilizados para los ensayos DSC

Andamios Intervalo de Masa (mg) | Rampa de temperatura
Temperaturas (C) (°C/min)

PLGA 0-80 4.1 5

PCL:PLGA (90:10) 0-80 5.2 5

PCL:PLGA (80:20) 0-80 5 5

Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en

inglés)

Para determinar la formacion de nuevos grupos funcionales cuando la PCL y el PLGA
fueron mezclados se realizaron ensayos FTIR. Los analisis fueron llevados a cabo por la
técnica de reflexion total atenuada (RTA) con un cristal de Germanio en un intervalo de

ndmero de onda 500 cm-1 a 4000 cm1, analizando un total de 100 escaneos.
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2.- Resultados
Microscopia electrénica de barrido

Los resultados se muestran en la S2 tabla 1.

S1.- cuadrantes dibujados en las micrografias MEB

S2 Tabla. 1-Mediciones en fibras y tamafios de poro de los andamios

Andamio NUmero de fibras | Didmetro promedio de | Tamafio de poro
contabilizadas las fibras ( um) promedio ( um)

PCL 100 3.69 £0.6 22.34+1.97

PCL:PLGA (90:10) 100 1.94 +0.4 9.10+1.02

PCL:PLGA (80:20) 100 1.80£0.3 11.45+1.22

Los diametros de poro y tamafios de fibra de estos andamios se encuentran a una
escala micrométrica, esto facilita que los nutrientes y el oxigeno puedan penetrar en su
interior, ya que éstas son variables criticas para la viabilidad celular.

El andamio de la mezcla PCL:PLGA (90:10) mostrd fibras con morfologia superficial
similar al andamio elaborado Unicamente de PCL, sin embargo, el diametro promedio de la

98



fibra se reduce en 47.5%. Por otra parte, para los andamios PCL:PLGA (80:20) y el tamafio
de fibra se redujo en un 51% con respecto a las fibras del andamio de PCL, con estos datos
se nota el efecto de la cantidad de PLGA en el tamafrio de fibra. En las figuras S3, S4 'y S5 se
muestran las micrografias de andamios hechos a partir de PCL, PCL:PLGA (90:10) y
PCL:PLGA (80:20).

La morfologia de las microfibras se encuentra influenciada por diferentes parametros,
tales como: la diferencia de voltaje aplicado, la rapidez de flujo de la disolucion polimérica,
la distancia entre anodo y el catodo, asi como las propiedades de la disolucion, ya sea
concentracion, tension superficial y la composicion quimica de los disolventes. En este caso,
los cambios en la morfologia de las fibras se atribuyen al porcentaje de PLGA en la disolucion
polimérica.

PCL PCL:PLGA (90:10) PCL:PLGA (80:20)
/AR A R ol T o
o 7» 7 ’ s -, - Bﬁ%ﬁi *“Tfi%‘ 78

Ry
N\
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S3.- micrografias MEB con una ampliacion de 1500x

PCL:PLGA (90:10) PCL:PLGA (80:20)

F -~
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PCL:PLGA (80:20)

S5.-Micrografias MEB con una ampliacion de 7000x

Anélisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés)

En la figura S6 se presentan los termogramas de DSC de la PCL, PLGA y la mezcla
PCL:PLGA. La transicién de fusién de la PCL se presenta como un pico endotérmico y, la
sefial de la transicion vitrea del PLGA se presenta como un escalén. Como se observa, la
transicion de fase correspondiente a la fusion de la PCL (entre 45°C y 63°C) v, la transicion
vitrea de la PLGA (entre 50°C y 57°C) se traslapan. El efecto de este traslape de las dos
transiciones en el termograma de la mezcla PCL:PLGA se observa en el pico correspondiente
a la fusion de la PCL, el cual se esta a 10°C por debajo del pico de fusion de la PCL pura.
Esta diferencia de temperatura entre los picos de fusion de la PCL puray en la mezcla, indica

que estos dos polimeros son compatibles.

16

57.7°C
*

_»59.6°C
P

Flujo de Calor (J/s)

Temperatura (°C)

S6.- Termogramas para los andamios de PCL pura, PLGA pura y la mezcla PCL:PLGA.
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Los tres termogramas de la figura S6 corresponden a una segunda corrida en el DSC,
con esto se ha quitado la historia térmica de las tres muestras. Esto nos asegura que las sefiales
que observamos, principalmente la de la mezcla, corresponden a la interaccién de ambos

polimeros, sin sefiales atribuidas a la historia térmica.

La figura S7 corresponde a la primera y segunda corrida en el DSC del PLGA. Se
observa un doble pico (el que sean dos picos posiblemente se debe a que es un copolimero)
endotérmico al terminar el escalon correspondiente a la transicion vitrea. Este doble pico
corresponde al fenémeno de relajacion estructural de la fase amorfa del PLGA. Esta
relajacion estructural se lleva a cabo por debajo de la transicion vitrea y, su magnitud depende
de las condiciones térmicas a las que estuvo expuesto el polimero. Debido a que esta
relajacion es metaestable, en una segunda corrida en del DSC desaparece, como se muestra

en la figura S7.

ENDO

corrida 2

Flujo de Calor (J/s)

. . . . . . . . . . .
0 10 20 30 40 50 60 70 80 920 100
Temperatura (°C)

S7.-Primera y segunda corrida del PLGA:PLGA.

La endoterma de cristalinidad de la PCL dentro de la mezcla practicamente no se ve
afectada por la presencia de los dominios del PLGA. Los pequefios cambios que se
observaron corresponden realmente a las condiciones de enfriado a los que fue sometida la
mezcla, o bien, al poco contenido de PLGA que presenta el andamio, por lo que se asume

que existe una compatibilidad entre ambos polimeros.
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Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en

inglés)

Para determinar si existe la formacion de nuevos grupos funcionales cuando la PCL
y el PLGA son mezclados se realizaron ensayos FTIR. En el espectro de la figura S8 se
muestran los picos pertenecientes a los andamios (PCL, PLGA 10% y PLGA 20%), en donde
se identificaron bandas del carbonilo (tension) en 1733 cm™, asi como tension asimétrica del
grupo CH; en 2862 cm™, también se observan los grupos C-O y C-C a tension en 1300 cm™
que pertenecen a la fase cristalina de la policaprolactona. En 1244 cm se identifica el pico
COC en tension asimétrica y en 1188 cm se observa el pico OC-O en tension. Los picos C-
O y C-C en tension que aparecen en 1152 cm™ pertenecen a la fase amorfa de la
policaprolactona. Todos estos grupos funcionales son correspondientes a ambos polimeros
(PCL:PLGA), por lo que no existen formaciones de nuevos enlaces durante la disolucion

polimérica.

12
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S8.- Espectro FTIR de los andamios PCL, PLGA 10% y PLGA 20%
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