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3 LISTA DE ABREVIATURAS

-3

3D: Impresién tridimensional
—a-

a-MEM: (Del inglés Minimum Essential Medium alpha modification) Medio esencial minimo a
—p-
uL: Microlitro
pum: Micrometro
—A-
AINE: Antiinflamatorios no esteroideos
-B-
BMP: (Del inglés bone morphogenetic protein) Proteina morfogenética 6sea
—-C-
CM: Célula madre
CMM: Célula madre mesenquimal
CO.: Diéxido de carbono

Cox-1: Ciclooxigenasa tipo 1

Cox-2: Ciclooxigenasa tipo 2
-D-

DMEM: Eagle's minimal essential medium
DNAasa: Desoxirribonucleasa
DPSC: (Del inglés Dental Pulp Stem Cells) Células madre de la pulpa dental
—E-
EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas

EMA: Agencia de Medicina Europea
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N =
FDA: (Del inglés Food and Drug Administration) Administracion de alimentos y drogas
FDM: Used deposition modelling
FFF: Fabricacion de Filamentos Fundidos

FNT: Factor de necrosis tisular

hDPSC: (Del inglés Human Dental Pulp Stem Cells) Células madre de la pulpa dental humana
N
IgG: Inmunoglobulina G
IL-1: Interleucina-1
IL-1B: Interleucina-1beta
ISCT: (Del inglés Internacional Society Cellular Therapy) Sociedad Internacional de Terapia Celular
—K-=
kDa: Kilo Daltons
kb: Kilobyte
—L -
LOT: Lote
—M=
mg: Miligramo
mL: Mililitro
mM: Mili Molar
mm: Milimetro

M: Molar
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—N-—
ng: nanogramo
—-P-
PBS: (Del inglés phosphate buffered saline) buffer fosfato salino
PCL: Policaprolactona
PEO: Oxido de polietileno
PGA: Acido poliglicélico
PGE;: Prostaglandina Ez
PGHa: Prostaglandina H,
PHA'’s: Polihidroxialcanoatos
PLA: Acido polilactico
pNpp: (Del inglés p-Nitrophenyl Phosphate) p-nitrofenilfosfato
PSA: Antigeno prostatico especifico
PVDF: Membrana de transferencia de fluoruro de polivinilideno
—R-
rpm: revoluciones por minuto
-S-—
SDS: Dodecilsulfato sodico
SFB: Suero fetal bovino.
SLS: Selective laser sintering
-T-
TAE: Tampon.
TBS: Tris Buffer Salino.
TEMED: Tetrametiletilendiamina.
TFA: tecnologia de fabricacion por adicion

TGF-B1: Factor de crecimiento transformante beta 1
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Tris: Tris (hidroximetil) aminometano.
—U-
UFC-F: Unidades formadoras de colonias de fibroblastos
UV: Ultravioleta
—-V-=

Voltios
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4 RESUMEN

Introduccion: El uso de prototipos de andamios naturales y sintéticos en la bioingenieria de tejidos han tenido
mucho auge en el area de medicina regenerativa como biomateriales activos y biocompatibles. Por otro lado,
el uso de células madre y especialmente células mesenquimales aisladas de la pulpa dental humana (hDPSC)

ha tenido una gran avance en el area de bioingenieria de tejidos.

Metodologia: Los andamios se imprimieron en una impresora comercial 3D con un didmetro de 10x10x10mm.
Para el aislamiento y caracterizacion de la hDPSC se utilizaron terceros molares indicados para odontectomia,
una vez obtenido el tejido pulpar de los dientes, se colocé en medios de cultivo ricos en aminoacidos y sueros
para proliferar. La caracterizacion in vitro de las hDPSC considerd los criterios internacionales minimos
establecidos por la declaracion internacional de la Sociedad de Terapia Celular. La diferenciacion a linajes
osteogénicos, adipogénicos y condrogénicos se realizd sobre los andamios con medio de diferenciacion
durante dos o cuatro semanas, se realizaron las tinciones de rojo de alizarina, rojo aceitoso y safranina,
respectivamente. El mecanismo pro-inflamatorio se determiné por ensayo de ELISA y pruebas de Western-
Blot, se utilizé interleucina-1beta como control positivo para inducir a un estado pro-inflamatorio y se cuantificd
la expresion de prostaglandina Ez y ciclooxigenasa 1y 2, respectivamente. Los datos fueron analizados con

pruebas t de student y la significancia estadistica fue fijada con un valor p<0.05.

Resultado: Los andamios se imprimieron con un relleno del 95% de PLA. Las hDPSC mostraron
caracteristicas fibroblastoides, adhesion focal al plato de cultivo y una favorable diferenciacién hacia los linajes
osteogénico, adipogénico y condrogénico. Al estar en contacto las hDPSC y el andamio de PLA mostraron
una buena interaccion en la diferenciacion a linajes celulares. Las células en contacto con el andamio no
mostraron efecto inflamatorio, sin embargo, en sinergia con un estado pro-inflamatorio previo mostraron ligera

expresion de PGEz y Cox-1y 2.

Conclusion: La impresion de andamios a base de PLA convencional muestra efectos favorables en la
interaccién con hDPSC para la diferenciacion multilinaje de estas, sin modificar significativamente el efecto

inflamatorio lo que sugiere su potencial aplicacion en regeneracion de tejidos.

Palabras clave: hDPSC, multilinaje, andamio 3D de PLA.
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5 ABSTRACT

Introduction: The use of prototypes of natural and synthetic scaffolds in tissue bioengineering has been very
popular in the area of regenerative medicine as active and biocompatible biomaterials. On the other hand, the
use of stem cells and especially mesenchymal cells isolated from human dental pulp (hDPSC) has had a great

advance in the area of tissue bioengineering.

Methodology: The scaffolds were printed on a commercial 3D printer with a diameter of 10x10x10mm. For
the isolation and characterization of the hDPSC, third molars indicated for odontectomy were used, once the
pulp tissue of the teeth was obtained, it was placed in culture media rich in amino acids and serum to
proliferate. The in vitro characterization of hDPSC considered the minimum international criteria established
by the international declaration of the Society for Cell Therapy. Differentiation to osteogenic, adipogenic and
chondrogenic lineages was performed on the scaffolds with differentiation medium for two or four weeks,
staining with alizarin red, oily red and safranin, respectively. The pro-inflammatory mechanism was determined
by ELISA assay and Western-Blot tests, interleukin-1beta was used as a positive control to induce a pro-
inflammatory state, and the expression of prostaglandin E2 and cyclooxygenase-1 and 2, respectively, was

quantified. Data were analyzed with student's t tests and statistical significance was set with a p value <0.05.

Result: Scaffolds were printed with 95% PLA infill. The hDPSC showed fibroblast characteristics, focal
adhesion to the culture dish and a favorable differentiation towards osteogenic, adipogenic and chondrogenic
lineages. When the hDPSC and the PLA scaffold were in contact, they showed a good interaction in the
differentiation to cell lines. The cells in contact with the scaffold didn’t show an inflammatory effect, however,

in synergy with a previous pro-inflammatory state, they showed slight expression of PGE:z and Cox-1 and 2.
Conclusion: The impression of scaffolds based on conventional PLA shows favorable effects in the interaction
with hDPSC for their multilineage differentiation, without significantly modifying the inflammatory effect, which

suggests its potential application in tissue regeneration.

Keywords: hDPSC, multilineage, PLA 3D scaffold.
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6 INTRODUCCION

La medicina regenerativa es una rama de la medicina que se ha desarrollado considerablemente en los
Gltimos afios. Los avances en este campo se han vinculado estrechamente con los nuevos conocimientos

adquiridos sobre las células madre y su capacidad de convertirse en células de diferentes tejidos. @

En los dltimos afios se ha producido un notable avance en esta rama, que tiene como objetivo es estimular o
regenerar tejidos u 6rganos con la finalidad de restaurar o reestablecer una funcién. La medicina regenerativa
no se limita al empleo de las células madre, también incluye la aplicacion terapéutica de diversos factores
estimuladores y otros elementos solubles que intervienen en varios procesos bioldgicos, la terapia génica y

la ingenieria de tejidos, tanto in vitro como in vivo. @)

La construccion de tejidos biolégicos artificiales y su utilizaciéon terapéutica, para restaurar, sustituir o
incrementar las actividades funcionales de los propios tejidos organicos es a lo que se le denomina ingenieria
tisular sus principales objetivos estdn encaminados a la regeneracion, reparacion o reemplazo bioatrtificial de
tejidos y 6rganos propios del cuerpo humano, que han sido dafiados por diversos factores, tales como traumas

o lesiones, o por enfermedades adquiridas como el cancer o ciertas anormalidades congénitas.@ 4

Esta hace énfasis en los tejidos y la terapia basada en células, con enfoques hacia métodos de recoleccion y
expansion de los tejidos vivos in vitro, y al disefio de los biomateriales y andamios que proporcionan el soporte
estructural adecuado, se ha proyectado como un medio de regeneracion de tejidos que intenta minimizar los
riesgos y la morbilidad. Este campo, como uno de los pilares de la medicina regenerativa, amplia las
posibilidades de investigacion y aplicacion clinica en la rama estomatolégica. ¢-7

La ingenieria de tejidos requiere una combinacién de células formulada con precision, factores bioactivos
liberados espacio-temporal y un sistema de soporte de andamio especializado. ®

La necesidad de materiales en ingenieria tisular nacié fundamentalmente para el tratamiento de heridas en
las cuales hay pérdida de dermis y epidermis. ® Los materiales en ingenieria tisular pueden beneficiar a
pacientes con guemaduras, Ulceras crénicas y aquellos que requieren cirugia reconstructiva. (10

La tecnologia de fabricacion por adicion (TFA) es un conjunto de conocimientos técnicos cuyo objetivo es
crear un objeto tridimensional mediante la superposicién de capas sucesivas de diversos materiales. En los
Gltimos afos, la impresién tridimensional ha ido ganando terreno por su versatilidad y aplicaciones en diversos
ambitos, en especial en el area de la salud, por lo que resulta de nuestro interés su aplicacion en la creacion

de modelos anatémicos, prototipos, prétesis personalizadas, entre muchas otras aplicaciones médicas. (1

Hoy dia el conocimiento en la bioingenieria tisular para lograr regenerar un tejido después de una lesién o de
un dafio causado por un ataque bacteriano han llevado a la identificacién y aislamiento de poblaciones de

células progenitoras que bajo estimulos especificos pueden diferenciarse en una poblacién especifica,
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recibiendo el nombre de células madre. En ingenieria tisular, las células mas prometedoras, son las células

madres mesenguimales adultas (CMM). 12)

Estas CMM son indiferenciadas con capacidad de auto renovarse, pluripotentes, presentan morfologia
fibroblastoide y plasticidad hacia diversos linajes celulares como condrocitos, osteocitos y adipocitos entre
otros. Estas células pueden ser aisladas principalmente de médula 6sea, cordén umbilical y tejido adiposo.
Se han hecho proliferar en cultivos in vitro, lo que ha permitido estudiar algunas de sus propiedades

funcionales. @3

Las aplicaciones de las células madre en el campo odontolégico se encuentran en una fase de estudio
prometedora. Actualmente, se podria concretar el papel de las células madre en Odontologia en dos grandes

campos: la cirugia, destacando la implantologia; y la endodoncia, en tratamientos de apicoformacién. 44

Los avances recientes en el campo de la terapia celular y la medicina regenerativa describen las CMM como
productos biol6gicos potenciales debido a su capacidad para autorrenovarse, diferenciarse, propiedades
inmunomoduladoras y dado su potencial terapéutico, estan siendo ampliamente estudiadas para evaluar su

viabilidad, seguridad y eficacia. %

Es por ello que esta investigacion tiene como objetivo estudiar la interaccion de hDPSC cuando estan en
contacto con andamios 3D de &cido polilactico para la diferenciacion a linajes celulares osteogénico,
adipogénico y condrogénico e identificar el mecanismo pro-inflamatorio de estas células, mediante ensayos

de ELISA y Western Blot para evaluar si los andamios incrementan la expresion de proteinas inflamatorias.
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Capitulo 1
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7 MARCO TEORICO

Medicina regenerativa

La medicina regenerativa es una nueva disciplina médica impulsada fundamentalmente por los nuevos
conocimientos sobre células madre y su capacidad de convertirse en células de diferentes tejidos. Esta se
encuentra sustentada en conductas adoptadas por el organismo para reemplazar células dafiadas por
diversos procesos en determinados tejidos por células sanas. Integra todos los procedimientos destinados a

la regeneracioén celular. 19

Los nuevos conocimientos contribuyeron significativamente a calificar a las células madre humanas como el
pilar central de la medicina regenerativa y que significaria una sustancial renovacion de este tipo de medicina,
que algunos han valorado como nueva medicina regenerativa, pero que por sus antecedentes historicos, no

se debe considerar como una nueva disciplina.

Esta area se ha ido fortaleciendo progresivamente a través de los afios con los recursos aportados en los
campos de la biologia molecular de la ingenieria genética y de la biotecnologia, entre otras disciplinas
biomédicas. Esto hace que la medicina regenerativa sea una rama multidisciplinaria relacionada con

diferentes areas de la biomedicina. (figura. 1). @

Biologia celular

Investigacion clinica

Hematologia

Trasplantologia Inmunologia

Medicina
Regenerativa

Biomateriales Terapia celular

Ingenieria de tejidos

Figura. 1. Caracter multidisciplinario de la medicina regenerativa. Fuente: Hernandez Ramirez, P. (2009).
Medicina regenerativa y células madre. Mecanismos de accion de las células madre adultas. Revista

Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia, 25(1), 0-0.
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Ingenieria tisular

La ingenieria tisular es un campo de estudio multidisciplinario muy prometedor, pues tiene como finalidad la
construccion de tejidos bioartificiales para la regeneracion, reparacién, reemplazo e incremento de la funcion
de tejidos organicos a través de constructos tridimensionales tisulares a partir de células madre procedentes
de cultivos para devolver la forma y funcién en conjunto con biomateriales y biomoléculas. Tejidos artificiales
con el fin de restaurar, incrementar o sustituir las funciones de los tejidos organicos. Para ello se han
combinado varias ciencias, como la biologia molecular, la biologia celular y la ingenieria genética. Esta ha
adaptado la impresién tridimensional para la fabricacién de bioandamios y tejidos u 6rganos para resolver las

limitaciones de otros métodos convencionales in vitro. (17. 18)

La ingenieria de tejidos requiere una combinacién de células formulada con precision, factores bioactivos

liberados espacio-temporal y un sistema de soporte de andamio especializado. 19

Los componentes principales utilizados en la bioingenieria tisular para la formaciéon de nuevo tejido in vitro

son: células madre, andamios e inductores o biomoléculas (figura. 2). (20

Células madre

Andamios o
Scoffold

Inductores o
Biomoléculas

Figura. 2. Componentes principales que se usan en Ingenieria Tisular para formar nuevo tejido en el
laboratorio. Fuente: Rosales Ibafiez, R., Alvarado Estrada, K. N., & Ojeda Gutiérrez, F. (2012). Ingenieria

tisular en Odontologia. Revista ADM. Julio-agosto, 164-67.

Las células mas préximas a una lesion pueden restaurar un dafio, esto gracias al denominado mecanismo de
diferenciacion, el cual es la capacidad que tiene una célula de diferenciarse, es decir, perder sus
caracteristicas originales y con posterioridad adquirir propiedades nuevas. Estas deben de ser células madre

capaces de dar origen a células diferenciadas. ?1-22)

16



Impresién 3D de andamios, identificacion de proteinas inflamatorias y diferenciacion celular de HDPSC

Células madre o troncales

Las células madre (Troncales) son un grupo especifico de células indiferenciadas que tienen un potencial
proliferativo elevado y que presentan dos caracteristicas fundamentales: tienen la habilidad de dividirse
continuamente para replicarse en ellas mismas (auto-replicacién) y pueden producir células especializadas

gue se logran diferenciar en otros tipos de células funcional y morfolégicamente. (23

Estas células pueden clasificarse atendiendo a su origen en: células madre adultas y células madre
embrionarias. Las células madre adultas, también son conocidas como 6rgano-especificas, ya que generan
los tipos celulares del mismo tejido, Estas células son ideales para la medicina regenerativa, la ingenieria de
tejidos y la terapia de sustitucion celular. Esto se debe principalmente a su capacidad de diferenciarse en
multiples lineas celulares. Las células madre embrionarias derivan del embrién de los mamiferos en su etapa

de blastocito y posee la capacidad de generar cualquier célula diferenciada en el organismo. (24-27)

Otra clasificacién que se aplica a las células madre se basa en su potencial y capacidad de diferenciacion:

Totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales, unipotenciales. 27

C.M. totipotentes: Son aquellas capaces de originar un embridon y un individuo completo, diferenciandose

hacia cualquier estirpe celular. 28

C.M. pluripotentes: Tienen la habilidad de diferenciarse a tejidos procedentes de cualquiera de las 3 capas

embrionarias. 29

C.M. multipotentes. Pueden originar un subconjunto de tipos celulares. Pueden diferenciarse en distintos tipos
celulares procedentes de la misma capa embrionaria, o que las capacitaria para la formacién de tipos

celulares diferentes, pero no de todos. (28 29)

C.M. oligopotentes. Al igual que las anteriores, pueden desarrollar un conjunto de tipos de celulares, pero

mucho mas reducido. 28

C.M. unipotentes. Con capacidad para diferenciarse en un Unico tipo celular, han sido calificadas en algunos

trabajos como células precursoras. (28.29)
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Células Madre Mesenquimales

Las células madre mesenquimales son células pluripotentes y adultas con morfologia fibroblastoide y
plasticidad hacia diversos linajes celulares condrogénico, osteogénico y adipogénico entre otros. Estas células
pueden ser aisladas principalmente de médula ésea, sangre de cordon umbilical y tejido adiposo de donde

se han logrado establecer cultivos que han permitido estudiar sus propiedades funcionales y fenotipicas.

Estas células pueden ser aisladas principalmente de médula dsea, sangre de cordén umbilical y tejido
adiposo, péancreas, higado, musculo esquelético, dermis, membrana sinovial, hueso trabecular, tejido

pulmonar, pulpa dental y ligamento periodontal. G0

La sociedad internacional de Terapia Celular o ISCT (Internacional Society Cellular Therapy) propuso tres
criterios para definir las células madre mesenquimales (CMM): Estas deben ser adherentes en cultivo,
expresién especifica de antigenos de superficie y ser capaces de diferenciarse in vitro a osteoblastos,
adipocitos y condrocitos. Ademas de lo propuesto por la ISCT, también se deben tener en cuenta dos aspectos
adicionales para clasificarlas como células madre: Deben de realizar procesos de autor renovacién y que

sean capaces de desarrollar plasticidad clonogénica. 3D

Células Madre de la Pulpa Dental

En la pulpa dentaria de los dientes adultos existe una poblacién de células clonogénicas con alta capacidad
proliferativa: las DPSC. Estas células se aislaron con éxito mediante digestion enzimatica del tejido pulpar
después de separar la corona de las raices (Gronthos et al. 2000). Son células multipotentes que poseen
potencial de multidiferenciacion, teniendo la capacidad de diferenciarse a distintos linajes celulares, estas

células provienen principalmente de terceros molares y dientes supernumerarios. (28 32)

La produccion de células madre de la pulpa dental es muy pequefia (1 por 100 de todas las células) y segun

aumenta la edad del individuo, la disponibilidad de estas células se ve reducida. 2®

El acceso al lugar donde se encuentran las células madre de la pulpa dental es facil y de escasa morbilidad,
su extraccion es altamente eficiente, tienen una gran capacidad de diferenciacién, y ha demostrado tener

buena interaccién con biomateriales, lo cual las hace ideales para la regeneracion tisular.®3)

Células madre mesenquimales de la regién oral: BMSC: Médula 6sea, SHED: Pulpa de dientes deciduos,
PDLSC: Ligamento Periodontal, iPAPC: Células inflamatorias, DPSC: Pulpa dental, SCAP: Papila apical,
TGPC: Germen del diente, DFSC: Foliculo dental, SGSC: Glandula salival, OESC: Epitelio oral, PSC:
Periésticas, GMSC: Tejido gingival. G2
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Andamios

Un componente esencial de la ingenieria tisular son los andamiajes. Estos proveen un microambiente fisico-
guimico y bioldgico tridimensional. Debe permitir la unién, proliferacién y diferenciacion de las células madres
sembradas en él. Ademas, debe permitir el paso de aire y tener la porosidad adecuada para el flujo de
proteinas y factores de crecimiento. El acido polilactico es un polimero sintético que es sintetizado a partir de
D, D-L, L &cido polilactico. Este material tiene una estructura abierta 3D la cual es efectiva para cultivar células
de alta densidad. Estos proveen un sustrato adhesivo que sirve como un soporte fisico tridimensional para un

cultivo de células in vitro como también para la regeneracion tisular in vivo. 39

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

tejido-material y que mantenga sus propiedades durante el tiempo que tenga que desempeifien su funcién.9)

Un beneficio de los biomateriales sintéticos es que reducen al minimo el riesgo de transporte de elementos
patégenos o contaminantes, ademas de presentar caracteristicas modificables para programar la liberacion
de principios activos. El mayor beneficio de los biomateriales sintéticos es que pueden ser diseflados para
satisfacer necesidades especificas. %

En la ingenieria tisular, los biomateriales deben favorecer la funcién biolégica y mecanica de las células ya
que actian como una matriz extracelular artificial. Como resultado, los biomateriales pueden proporcionar a
las células un espacio en tres dimensiones para formar los tejidos nuevos con la estructura y funcién

apropiada. ¢

Sobre los andamios son depositadas las células vivas (que pueden ser genéticamente modificadas),
cultivadas en el laboratorio en nimero suficiente para la posterior implantacién, los cuales permiten a los
cirujanos manipular el medio ambiente local del tejido y proporcionan una alternativa fisiolégica con mejor y

mas rapida recuperacion del cuerpo.?)

Andamios 3D de PLA

Los andamios son estructuras microscopicas 3D que favorecen y benefician la proliferacion y diferenciacion
celular. Pueden ser de tres tipos: naturales, sintéticos y de vascularizacion, las propiedades de estos
dependen de la naturaleza de los biomateriales y del proceso de fabricacion. Es un elemento que sirve como
plantilla y soporte estructural para las interacciones celulares y la formacion de tejido. Los andamios para la
regeneracion 6sea deben cumplir ciertas caracteristicas: Propiedades mecanicas similares a las del sitio de

reparacion, biocompatibilidad, biodegradabilidad a un ritmo acorde con la remodelacién. ¢8
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Polimeros biodegradables
Los polimeros biodegradables pueden clasificarse, segun su origen, dentro de tres categorias principales:
a) Polimeros naturales: como la celulosa, el almidén y las proteinas.
b) Polimeros sintéticos: los mas prometedores son los poliésteres alifaticos como el PLA, el PGA, la
PCL, o PEO.
c) Polimeros sintetizados por microorganismos: son polimeros que se sintetizan biotecnolégicamente
con bacterias, como los PHA’s. 9
De los polimeros sintéticos, el polimero biodegradable mas importante es el acido polilactico, que se obtiene
a partir del almidon. La biodegradacion del PLA tiene lugar a través de la hidrolisis de los enlaces éster que
posee el polimero y posteriormente por degradacion enziméatica. Es el mas utilizado en el campo de la salud

y es aceptado por la FDA y la EMA. (39 40)

El PLA es un biopolimero termoplastico cuya molécula precursora es el &acido lactico. Debido a su
biodegradabilidad, propiedades de barrera y biocompatibilidad, éste biopolimero ha encontrado nhumerosas
aplicaciones ya que presenta un amplio rango inusual de propiedades, desde el estado amorfo hasta el
estado cristalino. Este material tiene una estructura abierta 3D la cual es efectiva para cultivar células de alta
densidad. Estos proveen un sustrato adhesivo que sirve como un soporte fisico tridimensional para un cultivo

de células in vitro como también para la regeneracion tisular in vivo. G4 41

Biomoléculas, inductores o factores de crecimiento

Son proteinas que se unen a receptores de la célula e inducen proliferacion celular y diferenciacion.
Muchos de estos factores tienen la capacidad de estimular en mayor o menor grado la divisién celular

en numerosos tipos de células, mientras que otros son mas especificos a un solo tipo celular.“?

La célula responde al medioambiente extracelular detectando sefales quimicas o estimulos fisicos que
desencadenan una respuesta apropiada de las mismas mediante la activacion de distintos mecanismos
moleculares y biolégicos que conducen a division, migracién, diferenciacion, mantenimiento del fenotipo. La
actividad coordinada de estos procesos por parte de la las células que forman un tejido conducen a la

definicién estructural y funcional de un tejido en un 4 momento temporal determinado. (20

Aislamiento y caracterizacion celular

Se refiere a la obtencidn de células a partir de una muestra, ya sea por disgregacion enzimatica o explante.
“3) En la técnica de disgregacion se celular separan grupos celulares de la matriz extracelular para ser
estudiadas. Cuando el tejido es sdlido, se emplean métodos mecanicos o enzimaticos con base en tripsina,
proteasas, colagenasas, hialuronidasas y DNAasa. Esta permite aumentar el &rea de contacto y liberar a las

células dentro del tejido permitiendo que las células tengan contacto con la superficie de la placa y lograr su
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expansion en monocapa (Gronthos et al., 2000). También permite una mayor liberacion de células y una

temprana adhesion al plato de cultivo. 44-47

Cultivo Primario: Cultivo iniciado a partir de células, tejidos u o6rganos tomados directamente de los
organismos, un cultivo primario puede considerarse como tal hasta que se subcultiva por primera vez, a partir

de entonces se considera una linea celular.

Explantes primarios: Fragmentos de tejidos que se adhieren a una superficie y en la que proliferan las células

de la periferia del tejido extraido. 9

El Comité Internacional de Células Madre Mesenquimales y Tisulares (Society for Cellular Therapy) propone

los criterios minimos para definir las CMM:

Adhesion al plato de cultivo en condiciones de cultivo estandar, la adherencia al plato de cultivo es una

capacidad de expansion rapida de las CMM en el cultivo.

Expresion de anticuerpos positivos (CD150, CD73, CD90, STRO-1) y de anticuerpos negativos (CD45, CD34,
CD14 O CD11b, CD79a o0 CD19, HLA clase II.

Capacidad de diferenciacion mesenquimatosa trilinaje: osteogénico, adipogénico y condrogénico in vitro. La
diferenciacion de osteoblastos puede demostrarse mediante tincion Rojo de Alizarina o de von Kossa, la
diferenciacion de adipocitos se demuestra mediante tincion Oil Red O y la diferenciacién de condrocitos se

demuestra mediante tincién con Safranina O/ azul alcian o tincién inmunolégica para el colageno tipo Il. (43.50)

Diferenciaciéon celular

Las hDPSC tienen la capacidad diferenciarse a células con funciones especiales debido a su plasticidad
celular al ser inducidas por un estimulo adecuado. Para la caracterizacion in vitro de células madre se
consideraran los criterios minimos establecidos para definir células troncales mesenquimales multipotentes,
establecidos por la declaracion internacional de la Sociedad de Terapia Celular: adherencia al plastico,
morfologia fibroblastoide y diferenciacion a linaje condrogénico, osteogénico y adipogénico y marcadores

positivos y negativos por inmunotipificacion.

Siendo la capacidad de diferenciarse a diversos linajes un aspecto trascendental en la caracterizacion. La
diferenciacion a osteocitos se identifica por los depoésitos mineralizados, similar a la hidroxiapatita in vivo, de
rojo alizarina presentes en el cultivo cuando las células han crecido en presencia de medios inductivos que
contienen &cido ascorbico, dexametasona y un exceso de fosfato inorganico. La diferenciacion a adipocitos
se da por la capacidad de marcadores positivos a aceite rojo aceitoso que se observan en los depoésitos de
lipidos cuando se cultiva bajo condiciones inductivas adipogénicas. La diferenciacion a condrocitos se da por
presencia de marcadores positivos a safranina con la tincién de los depdsitos de colageno tipo Il que expresa

condrocitos en presencia de TGF-B1 y BMP-4 en cultivos esféricos de alta densidad (Tabla 1).¢3
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Tabla 1. Diferenciacién de células madre mesenquimales a otros linajes celulares

Medio de cultivo

Cambio de medio

Tincién

Diferenciacion

osteogénica

a-MEM
SFB
Penicilina G y sulfato de
estreptomicina
Dexametasona
B-Glicerofosfato Ascorbato-2

fosfato

Cada 2 dias durante 4 semanas

Rojo de alizarina

Diferenciacion

adipogénica

a-MEM
SFB
Penicilina G y sulfato de
estreptomicina
Dexametasona
B-Glicerofosfato Ascorbato-2
fosfato Insulina

L-glutamina

Cada 2 dias durante 4 semanas

Rojo aceitoso O

Diferenciacion

condrogénica

a-MEM
SFB
Penicilina G y sulfato de
estreptomicina
Dexametasona
B-Glicerofosfato
Ascorbato-2 fosfato

Proteina morfogenética 6sea

Cada 2 dias durante 2 semanas

Safranina O

Fuente. Garcia Contreras et al. Ensefianza practica del Aislamiento, cultivo y caracterizacion de células

madre mesenquimales de la pulpa dental humana. Manual de practicas de laboratorio, UNAM 2019.
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Mecanismo pro-inflamatorio

La inflamaciéon es un proceso tisular constituido por una serie de fendmenos moleculares, celulares y

vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones fisicas, quimicas o biolégicas.
Es posible dividir el proceso inflamatorio en 5 fases:

1. Liberacion de mediadores. Son moléculas, la mayor parte de ellas, de estructura elemental que son
liberadas o sintetizadas por el mastocito bajo la actuacion de determinados estimulos.

2. Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas producen alteraciones vasculares y
efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.

3. Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en su mayor parte de la sangre,
pero también de las zonas circundantes al foco.

4. Regulacién del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las respuestas inmunes, el fenémeno
inflamatorio también integra una serie de mecanismos inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar el
proceso.

5. Reparacion. Fase constituida por fendmenos que van a determinar la reparacion total o parcial de los

tejidos dafiados por el agente agresor o por la propia respuesta inflamatoria.“”)

Prostaglandina E2, Cox 1y 2

La Prostaglandina E2 se forma en una variedad de células de PGH2, que a su vez es sintetizado a partir del
acido araquidénico por la enzima prostaglandina sintetasa. Se ha demostrado que tiene una serie de acciones
biolégicas, incluida la vasodilatacion, accién tanto antiinflamatoria como pro inflamatoria, modulacion de ciclos
de suefio y vigilia, y facilitacién de la replicacion del virus de la inmunodeficiencia humana. Estimula el hueso
reabsorcion, y tiene efectos termorreguladores. Se ha demostrado que es un regulador de la excrecién de

sodio y la hemodinamica renal.

Ademas, aumenta la secreciéon de moco, jugo gastrico y bicarbonato duodenal. En los seres humanos la
mayoria de las prostaglandinas con efecto protector de la mucosa gastrica son sintetizadas a través de la

Cox-1. Sin embargo, en los canceres de colon humano, la Cox-2 se expresa en grandes cantidades. 41

La PGE: interacciona con las citocinas IL-1 y FNT para producir la fiebre que se observa en las respuestas
inflamatorias sistémicas que aparecen en las infecciones. El leucotrieno B4 induce la adhesion y agregacion

leucocitarias en el endotelio vascular y también es un potente agente quimiotactico. 2

La Ciclooxigenasa es la enzima clave en la sintesis de prostaglandinas a través de la oxidacion del acido
araquidonico, éstas realizan funciones relacionadas con la homeostasis de diversos 6rganos, como el dolor,

la inflamacion y el desarrollo de neoplasias. ¢3
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Por otra parte, las ciclooxigenasas juegan un papel importante en la biosintesis de PGEz, ya que actian como

precursores, activadores y potenciadores de la misma. ¢4

La cox-1 se expresa de forma constitutiva en la mayoria de los tejidos es la responsable de produccion de
prostaglandinas, de importancia para funciones homeostaticas, como mantener la integridad de la mucosa

gastrica, regula la hemodinamica renal y media la funcién plaquetaria. ¢4 59

La cox-2 es una enzima inducible por multiples estimulos, aunque también se encuentra de manera en
diferentes sitios del aparato reproductor femenino y masculino, su gen se encuentra localizado en el
cromosoma 1, en condiciones basales, la expresién de esta enzima se encuentra muy restringida, sin

embargo, la cox-2 aumenta drasticamente durante la inflamacién. 6

Estructuralmente la Cox 1 y 2 presentan una homologia del 90 %, pero el sitio de unién para el acido
araquidodnico es diferente. La Cox-2 presenta un canal mas amplio, que le permite el acceso a AINE de gran
tamafio que no penetrarian en el canal de la Cox-1. Su estructura tridimensional consta de tres unidades
independientes: una similar al factor de crecimiento epidérmico, otra en la membrana y otra en la que contiene

los dominios enzimaticos. (53)

La isoforma Cox-1 se expresa de forma constitutiva (constante) en la mayor parte de los tejidos; mientras la
Cox-2 es inducida en las inflamaciones. La Cox-1 es esencial para el mantenimiento del estado fisiolégico
normal de muchos tejidos, como la proteccién de la mucosa gastrointestinal; control del flujo sanguineo renal;
homeostasia; respuestas autoinmunes. La Cox-2, inducida en la inflamacion por varios estimulos como
citocinas, endotoxinas y factores de crecimiento, origina prostaglandinas inductoras, que contribuyen al
desarrollo del edema, rubor, fiebre e hiperalgesia, esta enzima también es de caracter constitutivo en bajas
cantidades, se encuentra en el cerebro, corazén, ovarios, masculos estriados y otros érganos, sin embargo,

ante un estimulo, incrementa su expresion, por esto se le considera como de naturaleza inducible. 7. 58)

Ensayo ELISA

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) utiliza como una enzima como marcador para mediar
la formaciéon de complejos antigeno-anticuerpo. Existen diversas variaciones al método de ELISA para
detectar y cuantificar ligandos de alto peso molecular (>30 000 Daltons), el marcador enzimatico que se
emplea en estos analisis se conjuga con un ligando, que puede ser un antigeno, un anticuerpos especifico

para el antigeno de interés o un anticuerpo para el anticuerpo primario. 8

El PGE: kit ELISA es un inmunoensayo competitivo para la determinacion cuantitativa de prostaglandina E:
en fluidos bioldgicos. El kit utiliza un anticuerpo monoclonal para PGE: para unir, de manera competitiva, el

PGE: en la muestra, estandar, o una molécula de fosfatasa alcalina que tiene PGE:2 unido covalentemente a
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él. Después de una incubacion simultanea a temperatura ambiente, el exceso de reactivos se elimina por

lavado y se agrega el sustrato. La densidad dptica medida se utiliza para calcular la concentracién de PGE-.

Ensayo Western blot

El Western blot se utiliza a menudo en la investigacién para separar e identificar proteinas. En esta técnica
se separa una mezcla de proteinas en funcion del peso molecular y, por tanto, por tipo, mediante electroforesis
en gel. Estos resultados luego se transfieren a una membrana que produce una banda para cada

proteina. Luego, la membrana se incuba con anticuerpos marcadores especificos para la proteina de interés.

El anticuerpo no unido se lava dejando solo el anticuerpo unido a la proteina de interés. A continuacion, los
anticuerpos unidos se detectan revelando la pelicula. Como los anticuerpos solo se unen a la proteina de
interés, solo debe ser visible una banda. El grosor de la banda corresponde a la cantidad de proteina
presente; por tanto, hacer un estdndar puede indicar la cantidad de proteina presente. El articulo describira
primero el protocolo para Western Blot, acompafiado de imagenes para ayudar al lector y a la teoria a
racionalizar el protocolo. A esto le seguira la explicacién tedrica del procedimiento y, en la seccién posterior,

consejos para la resolucion de problemas comunes. (59
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8 ANTECEDENTES

El concepto de Ingenieria Tisular fue acufiado por Fung en el afio de 1987 durante una reunién de la
Fundacién Nacional de las ciencias, sin embargo, muchas de las técnicas utilizadas ya habrian sido
descubiertas afios antes. La ingenieria tisular surgio a partir de la unién de la experiencia adquirida de distintos

campos, como la bioquimica, la biologia celular y la biologia molecular. @7

Se desarrollé como una alternativa al trasplante tradicional de érganos debido a la escasez o rechazo por
parte de los pacientes. La convencion fundamental de la ingenieria de tejidos parte de la capacidad del cuerpo
humano para curarse a si mismo, que depende del tipo de enfermedades o heridas, del tejido, el grado de
dafio, pérdida de la funcién y el nUmero de tejidos involucrados. El proceso de reparacion, sin embargo, se
ha mejorado en gran medida gracias a los avances en la tecnologia médica en la que se encuentran avances

en implantes, prétesis y manipulaciones a nivel celular y molecular. G7

Las células madre de la pulpa las primeras células madre dentarias que se aislaron (Gronthos 2000). Por
analogia con las células madre de la médula, se consider6 que habia una comunidad de células
multipotenciales en el tejido pulpar de dientes maduros. En estudios posteriores, se las empez0 a relacionar
con caracteristicas endoteliales y vasculares, pero no ha sido hasta afios después cuando se aislaron,
determinando sus caracteristicas. (60-62)

En 1976 se informé que de la médula 6sea se podian obtener células estromales con capacidad clonogénica.
Con posterioridad, se describié en la médula 6sea una poblacion de células que presentaba una gran
capacidad proliferativa y de diferenciacion a varios linajes celulares. Estas células se denominaron células
madre mesenquimales. También se han llamado mesenquimatosas o mesenquimaticas. Por su procedencia

del estroma de la médula 6sea otros las han llamado células madre estromales. ¢4

Los progenitores mesenquimales son un grupo de células madres adultas que fueron caracterizadas por
Friedenstein, quien las aisl6 de médula 6sea y las describi6 como células adherentes de morfologia
fibroblastoide, capaces de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos y
adipocitos. Estos investigadores describieron células de la médula 6sea que hacian parte de un estroma
medular y que originaba un microambiente hematopoyético. Las llamaron unidades formadoras de colonias
de fibroblastos (UFC-F). (69

1983, Owen y colaboradores describieron la capacidad de las células troncales de generar hueso, cartilago
y tejido conjuntivo con una poca cantidad de células de la médula 6sea inoculadas en una cdmara de difusion

en modelos in vivo. ¢9

En 1974, Friedenstein y su equipo comprobaron que estas células tienen propiedades de autor renovacion y

elevado potencial de proliferacion. Teniendo estos conceptos mas claros, a finales de la década de los

26



Impresién 3D de andamios, identificacion de proteinas inflamatorias y diferenciacion celular de HDPSC

ochenta, los grupos de investigacién de estos dos autores concluyeron que habia una célula troncal presente
en la médula 6sea con capacidad de originar distintos tipos celulares, entre los que se incluia hueso. A esta

célula la denominaron célula troncal estromal. (67)

Afios mas tarde, en 1992, Caplan y colaboradores, citados en Nakata y colaboradores y D’Aquino y
colaboradores propusieron realizar un estudio en humanos en el que cultivaron y trasplantaron células

mesenquimales de humanos adultos para observar la formacién de hueso. (68 89

En el estudio de Ferlin y colaboradores se estudi6 la interaccién entre células y un biomaterial subyacente y
mostrd su importancia para promover adhesion, proliferacion y funcién celular. Se comprobd que el resultado
de andamios impresos con precision, con parametros como tamafio de los poros, porosidad y espesor de

precision de hasta 91%, promueven el intercambio de nutrientes, factores solubles y sefiales celulares. (70

Afio 1983, Chuck Hull, un inventor destacado en el campo de la Optica idnica, idea el primer método de

impresion 3D: la estereolitografia.

Afio 1988, la compafila 3D Systems, fundada por Chuck Hull, comercializa las primeras maquinas de

impresioén estereolitograficas.

Afios 1988 — 1990, se desarrollan nuevos métodos de impresion: la impresién por deposicion de material

fundido (FDM) y la impresion por laser (SLS).

Afio 1999, primeras aplicaciones en medicina, se crea el primer érgano y se implanta en un ser humano. La
tecnologia utilizada por los cientificos del Instituto de Wake Forest de Medicina Regenerativa, abrio las puertas

al desarrollo de otras estrategias para la impresién 3D.

Afio 2009 Industrias MakerBot, una compafiia de hardware de cédigo abierto para las impresoras 3D,
comienza la venta de kits de montaje que permiten a los compradores fabricar sus propias impresoras 3D y

productos. 1)

En el afio 2018 Nathalia Calleja y colaboradores imprimieron andamios 3D a base de Acido Polilactico, se
realiz6 la caracterizacion de la ultraestructura y topografia de estos con estereomicroscopio (Leica), la
rugosidad superficial fue determinada con MFA (Nanosurf), también se estudiaron sus efectos en cultivo con
células madre dentales, y se realizaron pruebas de degradacion en tripsina y PBS, esta se observé mediante
pruebas de peso y degradacion, proliferacion y adhesion celular en la cual se obtuvo un total de dos millones
de células adheridas al plato de cultivo y en las pruebas de adhesion a los andamios se obtuvieron resultados

iguales 0 mas altos que en el plato de cultivo.(?

27



Impresién 3D de andamios, identificacion de proteinas inflamatorias y diferenciacion celular de HDPSC

En el afio 2020 Maria de Jesus Guerrero Gutiérrez y colaboradores realizaron cultivo, caracterizacion y
criopreservacion de células madre mesenquimales de la pulpa dental humana de terceros molares, en el cual
se dieron lecturas positivas a los marcadores de células madre mesenquimales obteniendo células con
caracteristicas cartilaginosas, adiposas y 6seas, para su posterior almacenamiento por medio de un protocolo
de criopreservacion, se concluyo que al ser criopreservadas, estas poseen una mayor tasa de proliferacion y
supervivencia tras su descongelamiento, por lo que son 6ptimas para su utilizacién en ingenieria tisular y
medicina regenerativa.®%
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9 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los grandes retos en Odontologia es la restauracion o reposicion de tejidos que se han perdido debido
a lesiones o patologias, las cuales pueden ser de tipo periodontal, endodénticas, caries, lesiones que afecten

los tejidos de soporte como huesos maxilares o mandibulares o mucosa oral.@0

Los traumatismos maxilofaciales representan un motivo de consulta comun en los servicios de urgencias. La
compleja anatomia del macizo facial, requiere de métodos de imagenes y técnicas de reconstruccién
multiplanares para su correcta evaluacion y rehabilitacion. Estas fracturas son mas comunes en hombres en
un rango de edad de 15 a 35 afios y pueden resultar de diversas situaciones, siendo los mas comunes
accidentes de transito, lesiones por enfrentamientos o lesiones deportivas. Aunque también existen
enfermedades congénitas que pueden afectarlo, como el labio y paladar hendido, fisuras orofaciales,

craneosinostosis, faciocraneosinostocis o neoplasias. (74 75

Este proyecto propone el uso de andamios de acido polildctico comercial como biomaterial en conjunto con
células madre la de pulpa dental del propio paciente para crear un constructo tridimensional que ayude a

devolver la forma y funcién de tejidos perdidos.

10 PREGUNTA DE INVESTIVACION

¢Las hDPSC tienen potencial multilinaje al interactuar con andamios impresos en 3D de PLA sin alterar su

mecanismo pro-inflamatorio?
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11 JUSTIFICACION

La enfermedad periodontal y la caries, son algunos de los padecimientos bucodentales con mayor prevalencia
a nivel mundial. En México se ha reportado hasta en 70% de la poblacion (segun la Academia Americana de
Periodoncia) y se presenta principalmente en adultos mayores (de 65 afios en adelante). Al afectar los tejidos
de soporte del diente ocasiona afecciones que van desde la inflamacién gingival, la cual puede conducir a la

destruccion del tejido blando y si no se trata a la pérdida del hueso alveolar. (73

Los andamios 3D de PLA convencional podrian ser una buena opcién como biomaterial en odontologia
regenerativa, debido a sus caracteristicas y propiedades, las cuales fueron evaluadas en un estudio realizado
en la ENES Ledn, UNAM, también se llevd a cabo otro estudio en el cual se aislaron y caracterizaron hDPSC
obtenidas a partir de terceros molares y estas demostraron tener un gran potencial debido a su capacidad de
diferenciacion multilinaje. Es por ello, que esta investigacion tiene el fin de analizar la interaccion de andamios
3D de acido polilactico en conjunto con células madre de la pulpa dental humana para diferenciarse a distintos

linajes celulares y evaluar la expresion de proteinas inflamatorias.
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12 OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la interaccion bioquimica de las hDPSC con andamios de PLA convencional obtenidos por impresion
3D.

Objetivos especificos

e Determinar la diferenciacion multilinaje mediante tincién de rojo de alizarina, rojo aceitoso y safranina
O de células madre de la pulpa dental humana sobre andamios 3D de &cido polilactico obtenidos
previamente mediante el método de impresion FFF.

e Identificar la expresion de PGE: del contacto de hDPSC con el andamio 3D de PLA mediante ensayo
ELISA.

e Identificar la expresion de cox-1 y 2 del contacto de hDPSC con el andamio 3D de PLA mediante
ensayo Western Blot.
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13 HIPOTESIS

Hipodtesis de investigacion
1. Las hDPSC tienen capacidad de diferenciacion a linaje celular osteogénico sobre andamios 3D de
PLA.

2. Las hDPSC tienen capacidad de diferenciacion a linaje celular adipogénico sobre andamios 3D de
PLA.

3. Las hDPSC tienen capacidad de diferenciacion a linaje celular condrogénico sobre andamios 3D de
PLA.

4. La interaccion del andamio 3D de PLA con las hDPSC no incrementa la expresion de proteinas
inflamatorias.

Hipotesis causales

1. Ladiferenciacion a linaje celular osteogénico sobre andamios 3D de PLA no incremento la expresion
de proteinas inflamatorias.

2. Ladiferenciacion a linaje celular adipogénico sobre andamios 3D de PLA no incremento la expresion
de proteinas inflamatorias.

3. Ladiferenciacion a linaje celular condrogénico sobre andamios 3D de PLA no incrementé la expresion
de proteinas inflamatorias.

Hipdtesis Nula

1. Las hDPSC no tienen capacidad de diferenciacion a linaje celular osteogénico sobre
andamios 3D de PLA.

2. Las hDPSC no tienen capacidad de diferenciacion a linaje celular adipogénico sobre
andamios 3D de PLA.

3. Las hDPSC no tienen capacidad de diferenciacién a linaje celular condrogénico sobre
andamios 3D de PLA.

4, La interaccién del andamio 3D de PLA con las hDPSC incrementa la expresién de proteinas
inflamatorias.
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14 MARCO METODOLOGICO

Tipo de estudio

Estudio experimental in vitro, prospectivo, descriptivo.

Universo de estudio
Células madre de la pulpa dental humana.

Andamios 3D de PLA.

Tipo de muestreo

Muestreo no probabilistico por conveniencia.

Tamafo de muestra

n=4, de tres experimentos independientes, n=12 (siguiendo las recomendaciones de la norma ISO 10993-
5:1333)

Criterios de inclusion

Andamios rigidos a base de PLA.

Células madre division 4-8.

Criterios de exclusion

Andamios semirrigidos de PLA.

Células madre divisién 9 en adelante.

Criterios de eliminacién

Muestras contaminadas.
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Variables

Variables dependientes:

una respuesta ante
una injuria de tipo
quimica,
microbiolégica o}
traumatica.

Western-Blot, utilizando IL-
13 y se observé la
expresion de Cox 1y 2 por
electroforesis (SDS-PAGE
poliacrilamida)-
transferencia proteica a
membranas de difluoruro
De polivinilideno mediante
método hiumedo.

Variable Definicion Definicidn operacional Tipo de Escala de medicién
conceptual variable
Diferenciacion | Proceso en el cual | Diferenciar las hDPSC a | Cualitativa | Nominal
celular una célula se | distintos linajes celulares 1. Positivo
especializa (osteogénico, adipogénico y 2. Negativo
adquiriendo la | condrogénico).
capacidad de
desarrollar
funciones propias
de células de otros
tejidos.
La inflamacién es | El mecanismo pro | Cuantitativo | De razén
una respuesta ante inflamatorio se determinG Absorbancia (ng/mL)
P por ensayo de ELISA, se 9
una injuria de tipo | utilizé IL-1B, como control
o positivo para inducir a un
guimica, . .
estado pro-inflamatorio, se
microbiolégica 0 | cuantificara
- la expresion de
traumatica. . .
prostaglandina E> mediante
Mecanismo de un kit de ELISA
inflamacion La inflamacion es | Se realiz6 un ensayo | Cualitativa Binaria

Presencia / ausencia de

bandas de proteinas.

Tabla 2. Variables dependientes del estudio.
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Variable independiente:

Variable

Definicion

conceptual

Definicion

operacional

Tipo de variable

Escala de medicién

Uso o0 no de
andamio de PLA

Un andamio es
una  estructura
microscopica 3D
que favorecen y
benefician la
diferenciacion

celular.

Se evalubo la
diferenciacion
multilinaje de las
hDPSC y el
mecanismo pro-
inflamatorio
sobre andamios
3D de PLA vy sin
ellos, para
realizar una
comparaciéon de
ambos

resultados.

Cuantitativa

Nominal
1. Sin andamio (control)

2. Con andamio

Tabla 3. Variables independientes del estudio.
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15 MATERIALES Y METODOS

Impresion 3D de andamios

Acido Polilactico (Filamento NinjaFlex 3mm Midnight. LOT: 3D3181290)

Impresora comercial 3D MakerMex (Modelo: MM1) método de Fabricacion de Filamentos Fundidos.

Aislamiento y caracterizaciéon de hDPSC

Reactivos

Materiales

Equipo

Medio de cultivo base .Suero fetal
Bovino (SFB).
(Gibco® by Life Technologies corporation,
Gran Island, NY, EUA. LOT:1606686)
Antibiético:
Penicilina/estreptomicina
10,000Ul/mL y 10,000 pg/mL.
(Gibco® by Life Technologies corporation,
Gran Island, NY, EUA)
Solucidn salina buffer de fosfato
(PBS, pH 7.4).
(Gibco® by Life Technologies corporation,
Gran Island, NY, EUA. LOT:1253067)
Enzima tripsina con EDTA al
0.05%.
(Gibco® by Life Technologies corporation,
Gran Island, NY, EUA. LOT: 2065178)
L-glutamina (Glutamax).
(Life Technologies, Gibco) dimetilsulfoxido
(DMSO, J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, EUA.
LOT:2085268)

Hoja de bisturi del No 20.
Pinzas de diseccion.
Portaobjetos de vidrio.

Mango de bisturi.

Disco de diamante.

Espatula 7A o elevador recto.
Pipetas volumétricas de 10 mL
descartables estériles.
Micropipetas de volumen
variable.

Puntas para micropipeta.
Tubos eppendorf de 1.5 mL de
capacidad.

Cajas Petri de 10-cm y 6-cm.

Micromotor.
Bomba de vacio.
Bafio Maria.
Tanque para Nitrégeno
liquido.
Tanque de CO:a.
Hematocitdmetro de neubauer
Microscopio SEM.
(JEOL JSM-6360, Co., Ltd
Akishima, Tokio, Japén).
Incubadora a 37°C con
Atmoésfera de 5 % de CO2 y
95% de humedad.

Tabla 4. Reactivos, materiales y equipo para el aislamiento y caracterizacién de hDPSC. Fuente: Garcia

Contreras et al. Ensefianza préactica del Aislamiento, cultivo y caracterizacion de células madre

mesenquimales de la pulpa dental humana. Manual de practicas de laboratorio, UNAM 2019
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Diferenciacién multilinaje de hDPSC

Reactivos en general

Diferenciacion

osteogénica

Diferenciaciéon

adipogénica

Diferenciacién condrogénica

estreptomicina y Penicilina G)
(Gibco® by Life
Technologies corporation,
Gran Island, NY, EUA)

DMEM a-MEM a-MEM a-MEM
(Gibco® by Life
Technologies  corporation,
Gran Island, NY, EUA))
SFB Dexametasona Insulina Dexametasona
(Gibco® by Life
Technologies  corporation,
Gran Island, NY, EUA.
LOT:1606686)
Antibidticos (Sulfato de | Glicerolfosfato I-glutamina Glicerolfosfato

PBS
(Gibco® by Life
Technologies corporation,
Gran Island, NY, EUA.
LOT:1253067)

Rojo de Alizarina

Glicerolfosfato

Proteina morfogenética 6sea (BMP
4)

Etanol al 70%

Ascorbato-2 fosfato

Safranina O

Agua destilada

Isopropanol al 60%

Rojo aceitoso O

Tabla 5. Reactivos para la diferenciacion osteogénica, adipogénica y condrogénica de HDPSC.
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Identificacién de mecanismo pro-inflamatorio
Ensayo ELISA

e Kit ELISA (Enzo Life Sciences New York, USA)
e IL-1B (Novus Biologicals, LL, Briarwood, USA)
e Placa de 96 pocillos, nUmero de catalogo 80-0050 Una placa que utiliza tiras separables recubiertas
con anticuerpo de cabra especifico para IgG de ratén.
e PGE:2 Conjugado ELISA, 5 mL, No. de catalogo 80-0002.
Una solucion azul de fosfatasa alcalina conjugada con PGEo.
e PGE: Anticuerpo ELISA, 5 mL, No. de catalogo 80-0003.
Una solucion amarilla de un anticuerpo monoclonal para PGE-.
e Tampdn de ensayo, 27 mL, no. de catalogo 80-0010.
Solucioén salina tamponada con Tris que contiene proteinas y azida de sodio como conservante.
e Tampén de lavado concentrado, 27 mL, nimero de catalogo 80-1286.
Solucién salina tamponada con Tris que contiene detergentes.
e Prostaglandina E2 Estandar, 0.5 mL, No. de catalogo 80-0004.
Una solucién de 50.000 pg / mL de PGE:.
e Substrato pNpp, 20 mL, No. de catalogo 80-0075.
Una solucidn de fosfato de p-nitrofenilo en tampén. Listo para usar.
e Solucion de parada, 5 mL, no. de catadlogo 80-0247.
Una solucién de fosfato trisédico en agua. Mantener bien tapado. Precaucién: Caustico.
e PGE:2 Hoja de disefio del ensayo, 1 cada uno, Nimero de catdlogo 30-0002.
e Sellador de placas, 1 cada uno, Numero de catalogo 30-0012.
e Agua desionizada o destilada.
e Pipetas de precision para volimenes entre 5 uL y 1.000 pL.
e Pipetas repetidoras para dispensar 50 pL y 200 L. Vaso de precipitados desechable para diluir.
e Concentrados tampon.
e Cilindros graduados.
e Un agitador de micro placas.
e Papel absorbente.
e Lector de micro placas capaz de leer a 405 nm, preferiblemente con correccién entre 570 y 590 nm.
e PGE: Estandar para permitir que la eficiencia de extraccion sea precisa determinado.
« Acido clorhidrico 2 M, agua desionizada, etanol, hexano y acetato de etilo.

e 200 mg C 18 Columnas de extraccion de fase inversa.
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Ensayo Western Blot

e Camara de electroforesis

e Agua desionizada.

e Tris HCI pH.

e Acrilamida.

e SDS al 10%.

e PSA al 10%.

e TEMED.

e Buffer de carga Laemmli 2X con mercaptoetanol.
e Buffer de corrida.

e Marcador de peso molecular.
e Bufeer de transferencia

e Esponja.
o Papelfiltro.
¢ Rodillo.

e Colocar gel.

e Colocar la membrana de PVDF.

e Metanol.

e Anticongelante.

e TAE 1X twin 20 1%.

e Leche descremada.

e TBST

e Anticuerpo primario

e Anticuerpo primario monoclonal de ratén COX 1 0 COX 2

e Anticuerpo secundario Anti-ratén con peroxidasa de rabano.

e Agitador de micro placas.

e  Solucion quimio luminiscente PREMIUM LI-COR.

e Scanner C-Digit Blot.

e Software image studio versién 4.0.

¢ Membranas de PVDF (Inmobilon Millipore, Burlington, Massachusetts, USA)

e Buffer de carga Laemmli 2x (Bio-rad laboratories, Hercules, Califronia, USA)

o Buffer RIPA 1X (life technologies,Carlsbad,California,USA)

e Marcador de peso molecular (Bio-rad laboratories, Hercules, Califronia, USA)

e Anticuerpo primario monoclonal de ratén Cox-1 y Cox-2 (Sigma-aldrich, St. Louis, USA) y
e Anticuerpo secundario anti-raton con peroxidasa de rabano (Sigma-aldrich, St. Louis, US
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16 DESARROLLO DE LA METODOLOGIA

Impresion 3D de andamios a base de Acido Polilactico

Los andamios fueron impresos en 3D, con una impresora comercial (Makermex, Gto, México), con resolucion X Y
0.0125mm, fueron elaborados con &cido polilactico convencional mediante el método de fabricacién de filamentos
fundidos con &cido polilactico convencional, el material debe calentarse de 210 a 230 °C para su extrusion y
mediante coordenadas realizadas previamente se formara un andamio con un diametro de 10x10x0.5 cm en
aproximadamente 20 minutos y se polimerizar4 por policondensacion. La impresién de los andamios se debe
realizar dentro de una campana de flujo laminar horizontal con previa desinfeccion de todos los componentes y
bajo irradiacion UV. " Antes de que los andamios entraran en contacto con las células, estos fueron puestos
dentro de tubos conicos Eppendorf de 10 mL con metanol al 100% Yy se colocaron por 5 minutos en el ultrasonido,

posteriormente fueron esterilizados durante 20 minutos.

Obtencion y aislamiento de las hDPSC

El protocolo para el aislamiento, cultivo y caracterizacion de células madre de la pulpa dental humana fue evaluado

por el comité de bioética de la ENES, Unidad Leén de la UNAM para su autorizacion.

Se utilizaron terceros molares permanentes retenidos o erupcionados indicados para odontectomia en las clinicas
de la ENES Unidad Leén de pacientes de 16-25 afios de edad, libres de patologia pulpar y periapical.

El tejido pulpar fue aislado dentro de la campana de flujo laminar horizontal previamente desinfectada con luz UV,
se lavo el diente 3 veces con PBS removiendo los restos de tejido hematopoyético, se realiz6 un corte transversal
a nivel de la corona anatomica con un disco de diamante a baja velocidad y con refrigeracion para separar la
corona de la raiz, el corte no debe tocar la cAmara pulpar, se procedi6 a fracturar la corona de la raiz con una

espatula 7A o un elevador recto, se retiré con mucho cuidado la pulpa cameral y radicular con pinzas de diseccion.

Para la disgregacion enzimatica se coloco el tejido pulpar sobre un porta objetos de vidrio, se realizaron explantes
de 1x1 mm con una hoja de bisturi, se depositaron los explantes en platos de cultivo de 10 cm, se inoculé en medio
de cultivo a-MEM suplementado con el 20% de suero fetal bovino, glutamina y antibiético (Gibco), se e incubaron
a 37°C con el 5% de CO:y en atmosfera humeda sin mover el plato de cultivo durante 7 dias. Posterior a este
periodo, se realizo la visualizacion de la migracion de células adherentes a partir del explante a lo largo de la caja
Petri y se reemplaz6 el medio de cultivo inicial por un volumen de medio fresco, cuidando no desalojar los
explantes. Después de la semana inicial y el primer medio de cambio de cultivo, este se reemplazé cada dos
semanas hasta que las células proliferaron alcanzando una confluencia de aproximadamente un 80% y se observd
morfologia fibroblastoide de estas (21 dias aproximadamente) en la totalidad de la superficie de la placa, se

considerd que ya estaba formada la monocapa de células y el cultivo primario se habia establecido. Se realizd un
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subcultivo retirando el medio de cultivo con bomba de vacio, se lavé 2 veces con 4 ml de PBS, se afiadieron 5 mL
de Tripsina-EDTA, se incubd por un lapso de 5 minutos a 37°C, 5% de CO2y 95% de humedad, se observé el
desprendimiento bajo el microscopio, donde se identificd la presencia redondeada y altamente refractante de los
cuerpos celulares, se agregaron 3 mL de medio fresco para inactivar la Tripsina, se realizé un pipeteado con la
finalidad de conseguir la resuspencién completa de las células, se realiz6 un conteo celular con el hamatocitdmetro
de Neubauer de la cantidad de células a inocular, posteriormente se tomaron 10 pL de la muestra de hDPSC y se
pipete6 cuidadosamente en uno de los extremos del cubreobjetos, se inocularon 1x10%-2x10° células/mL, se
afadieron 6-10 mL de medio de cultivo para completar el medio y se colocaron los platos en la incubadora bajo las

mismas condiciones iniciales que los cultivos primarios.

Caracterizacion de hDPSC sobre el andamio 3D de PLA

Los ensayos de diferenciaciéon osteogénica, adipogénica, y condrogénica se realizaran con células con un pase

celular de 4 o 5 divisiones y una confluencia del 80-100%.

1. Subcultivar hDPSC en DMEM+10% FBS+antibidticos+l-glutamina a una densidad de 3x10° células/mL en platos
de cultivo de placas de 6 pocillos e incubadas a 37°C con 5% CO: hasta observar una confluencia celular del 80-
100%.

DIFERENCIACION OSTEOGENICA:

Esta diferenciacion fue realizada en 6 andamios rigidos de PLA.
2. Retirar el medio de cultivo.

3. Lavar dos veces con PBS.

4. Agregar medio de diferenciacion osteogénica con a-MEM [SFB 10%, penicilina y estreptomicina (1%),

dexametasona (0,1 mM), B-Glicerofosfato (10 mM), ascorbato-2 fosfato (50 mg/mL)]

5. Reemplazar el medio cada segundo dia durante 4 semanas o hasta que se observen cimulos de minerales y

cristales birrefringentes al microscopio.

6. Interrumpir la diferenciacién con una tincion de rojo de Alizarina (40 mM) en NaH2PO4 (0.1 M) y un pH de 4,3.
7. Lavar las células dos veces con PBS.

8. Fijar con etanol al 70% (v/v) por 30 minutos a temperatura ambiente.

9. Lavar dos veces con PBS y finalmente lavar 5 veces con agua bidestilada.

10. Agregar 0.25 mL de rojo de Alizarina por 10 minutos a temperatura ambiente.

11. Lavar dos veces con PBS y finalmente lavar cinco veces con agua bidestilada.
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12. Observar en microscopio e identificar estructuras mineralizadas de apariencia rojiza.

DIFERENCIACION ADIPOGENICA

Esta diferenciacion fue realizada en 4 andamios rigidos y 2 semirrigidos de PLA.
2. Retirar el medio de cultivo.

3. Lavar dos veces con PBS.

4. Agregar medio de diferenciacion adipogénica con a-MEM [SFB 10%, penicilina y estreptomicina (1%),
dexametasona (0,1 mM), B-Glicerofosfato (10 mM), ascorbato-2 fosfato (50 mg/mL)] adicionado con insulina y L-

glutamina.
5. Reemplazar el medio cada segundo dia durante 4 semanas.
6. Lavar dos veces con PBS.

7. Agregar medio de cultivo con una solucién de rojo aceitoso (0.3 g) en isopropanol 60% v/v (100mL) durante 1

hora a temperatura ambiente.
8. Lavar dos veces con PBS.

9. Observar bajo microscopia de contraste de fases la presencia de depésitos de lipidos en coloracion rojo a

naranja.

DIFERENCIACION CONDROGENICA
Esta diferenciacion fue realizada en 6 andamios rigidos de PLA.

1. Subcultivar células en platos de cultivo de placas de 6 pocillos en forma de microgota o micromasa con medio
de diferenciacion con a-MEM [SFB 10%, penicilina y estreptomicina (1%), dexametasona (0,1 mM), B-

Glicerofosfato (10 mM), ascorbato-2 fosfato (50 mg/mL), proteina morfogenética 6sea (BMP-1 o0 4)] e incubar.
2. Reemplazar el medio cada segundo dia durante 4 semanas.

3. Lavar las células dos veces con PBS.

4. Fijar con etanol al 70% v/v por 10 minutos.

5. Lavar una vez con PBS.

6. Agregar 0.15 ml de safranina O (0.1%) por 5 minutos a temperatura ambiente.

7. Lavar cinco veces con 0.15 mL etanol al 100%.
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8. Lavar cinco veces con agua bidestilada y se observar bajo el microscopio de contraste de fases e identificar

glucosaminoglicanos de apariencia azul en el cromosoma cultivado.

Identificacion del mecanismo pro-inflamatorio de hDPSC sobre el andamio.

Ensayo pro-inflamatorio mediante kit ELISA para deteccién de PGE:

Para la deteccion de PGE: se utilizé un kit ELISA, se inocularon 2x10¢ células/mL de acuerdo con los datos
obtenidos previamente en la curva dosis-respuesta. Se analizaron y promediaron 7 muestras: 1 de hDPSC, 2 de
hDPSC sobre el andamio de PLA, 2 de hDPSC mas IL-1B y 2 de hDPSC sobre el andamio de PLA mas IL-1B a
una concentracion de 3 ng/mL durante 48 horas como control positivo y las células sin exposicion a IL-1B se

utilizaron como control negativo para hacer la comparacion.

Posterior al periodo de incubacion de las células, se recolect6 el sobrenadante de cada muestra para determinar
la cantidad de PGE:2 que produjo cada una siguiendo el protocolo descrito por el fabricante para la ejecucién del

ensayo. La curva estandar se realizd en 7 tubos para centrifuga de 15 mL.

Se utilizé un microplato de 96 pocillos incluido en el kit y se colocaron 100 uL de cada muestra y 100 uL de
estandares en su respectivo pocillo. Se agregaron 50 pL de conjugado y 50 puL de anticuerpo como lo indica el
fabricante. Se cubrid el plato de la luz y se coloc6 en agitacién durante 2 horas a 500 rpm, después se realizaron
3 lavados con la solucién incluida en el kit, se retir6 completamente esta solucion y se agregaron 200 pL de sustrato
a los pocillos, posterior a esto, se incubaron durante 45 minutos a temperatura ambiente sin agitacion. Se
agregaron 50 pL de solucién stop y se leyd inmediatamente el plato a 405 nm en el espectofotémetro de UV-visible
Multiskan TM GO.

WESTERN BLOT

Para realizar el protocolo de Western Blot, se utilizd IL-18 para inducir a un estado pro-inflamatorio de las células
y se observé la expresiéon de COX 1, COX 2 por electroforesis (SDS-PAGE poliacrilamida)-transferencia proteica

a membranas de difluoruro de polivinilideno mediante método humedo.

Se inocularon 24x10°% células/mL de hDPSC en un plato de 12 pocillos y estas se incubaron durante 48 horas,
después de este tiempo se reemplazé el medio de cultivo y las muestras fueron afadidas en las dosis
seleccionadas, utilizando como controles negativos células sin tratamiento (4 muestras de hDPSC y 4 de hDPSC
sobre los andamios de PLA) y células inflamadas con IL-13 como controles positivos (4 muestras de hDPSC y 4
de hDPSC sobre los andamios de PLA).
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Las células se incubaron las durante 24 horas, después de este periodo se realiz6 la lisis y extraccion de proteina,
se lavaron 3 veces las células con PBS, se afiadieron 300 uL de Buffer RIPA 1X a cada pocillo y se incubaron en
hielo frapeé durante 15 minutos. Las células fueron raspadas con una espatula flexible previamente esterilizada,
los platos se observaron bajo el microscopio para verificar el desprendimiento celular y se colocaron en tubos de
centrifuga, se sonicaron durante 15 segundos y se centrifugaron a 12,000 rpm a 4°C durante 10 minutos.
Posteriormente se recolectdé el sobrenadante de cada muestra y se colocaron en tubos Eppendorf y se
almacenaron a -20°C.

Se utilizo el método de Bradford para la cuantificacion de proteinas, utilizando Albumina Bovina sérica para realizar
la curva estandar, se leyeron las diluciones con diferentes concentraciones cada una en el espectofotémetro a 595
nm, los datos fueron graficados y se obtuvo la regresion lineal de la curva y la ecuacién de la recta fue utilizada

para calcular la concentracion de las muestras.

Para realizar la electroforesis se utilizd la técnica SDS-PAGE, usando geles de poliacrilamida al 12%. Utilizando la
curva estandar se determiné cargar 50 ug/uL de proteina a cada una de las muestras a analizar. Previo a la carga
en el gel, las muestras se prepararon utilizando buffer de carga Laemmli 2x con mercaptoetanol, se centrifugaron
durante 5 segundos y se calentaron a 100°C durante 5 minutos. El primer pocillo se reservo para colocar 10 uL de
marcador de peso molecular, después de afiadir el resto de las muestras el gel se corrié a 175 V durante 1 hora.
Después se realiz6 la transferencia himeda a las membranas de PVDF a 100 V durante 45 minutos. El gel fue
tefiido con rojo Ponceau para comprobar que la transferencia de las proteinas a la membrana hubiera resultado
efectiva. Después se realizaron lavados de la membrana con TBS 1X mas twin 20 al 1% y se agrego la solucion
de bloqueo compuesta por 1.5g de leche descremada mas 30 mL de solucién TBS 1X mas tween 20 al 1%. Se
dej6é en agitaciéon a temperatura ambiente durante 2 horas, posteriormente se realizaron 2 lavados con TBS 1X
mas twin 20 al 1%, cada lavado de 10 minutos. Se afiadi6 el anticuerpo primario adicionado con anticuerpo primario
monoclonal de ratén Cox-1 o Cox-2 segun las indicaciones del fabricante y se deja en agitacioén por overnight con
una cubierta para evitar la evaporacion. Se realizan 2 lavados con TBS 1X mas twin 20 al 1% durante 10 minutos
cada uno y se agreg6 anticuerpo secundario anti-raton con peroxidasa de rdbano segun las indicaciones del
fabricante y se deja en agitacion durante 1 %2 horas. Después realizar dos lavados con TBS 1X mas twin 20 al 1%.
Colocar la membrana de PDVF en un contenedor plastico con solucién quimioluminicente PREMIUM LI-COR,
previamente preparada con las instrucciones del fabricante (relacién 1:1). La membrana se coloca en el scanner

C-Digit Blot y analizar con el software image studio versién 4.0 para la obtencion de imagenes.
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Capitulo 4
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17 RESULTADOS

Aislamiento y caracterizacion de hDPSC

Se observo que la cantidad de células obtenidas del tejido pulpar de terceros molares aumenta a medida que
aumenta el tiempo de incubacion. Bajo microscopia Optica se observé que las células emigraron desde la superficie
de los explantes. A los 7 dias de cultivo se observaron las células dispersas adheridas al fondo del plato de cultivo
y éstas muestran morfologia fibroblastoide con contorno fusiforme con uno o dos nuicleos ovalados o elipticos y
proyecciones fibroblasticas en toda la superficie de la célula, a los 15 dias se observan conexiones a través de las
prolongaciones fibroblasticas de la superficie celular. A los 21 dias se observa una confluencia una alta confluencia
celular y un cambio en la morfologia de las células, adquiriendo una forma mas redondeada y con disminucién de
proyecciones fibroblasticas, debido a la confluencia observada del 80-90% del plato. En este periodo se pudo
observar también una tendencia a mantener las conexiones entre ellas y seguir una orientaciéon en la misma
direccién (figura 3). 9

15 dias

Figura 3. Microfotografias de tiempo de incubacién. Fuente: Guerrero M. Garcia R., (2020), Aislamiento, cultivo,
caracterizacion y criopreservacion de células madre mesenquimales de la pulpa dental humana de terceros
molares. (Tesis de licenciatura).
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Entre los 15 o 21 los explantes fueron expuestos a agentes osteogénicos, adipogénicos y condrogénicos y se

observo una diferenciacién celular exitosa hacia estos linajes (figura 4).

Figura 4. Diferenciacion celular a) Osteogénica b) Adipogénica y ¢) Condrogénica. Fuente: Guerrero M. Garcia
R., (2020), Aislamiento, cultivo, caracterizacion y criopreservacion de células madre mesenquimales de la pulpa

dental humana de terceros molares. (Tesis de licenciatura).
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Impresion 3D de andamios de PLA

Los andamios de acido polilactico tienen una rugosidad promedio de 10 um, porosidades de 100 um, y un relleno

del 95% de &cido polilactico.”

Determinacion de la diferenciacion multilinaje de hDPSC sobre el andamio

DIFERENCIACION OSTEOGENICA

La diferenciacion osteogénica se determind por medio de la deteccion de la enzima fosfatasa alcalina, marcador
temprano del fenotipo osteobléastico, y la mineralizacion de la matriz extracelular como marcador de la funcionalidad
celular en medio osteogénico, se observaron 6 andamios con hDPSC bajo microscopia de contraste de fases y se
identificaron camulos de minerales y cristales birrefringentes al microscopio de apariencia rojiza, esto debido a la

tincién con rojo de alizarina, esto nos indica la presencia de células osteogénicas.

DIFERENCIACION ADIPOGENICA

Durante el proceso de diferenciacion adipogénica, las células forman vacuolas de lipidos, se observaron 4
andamios con hDPSC bajo microscopia de contraste de fases, se detectd la presencia de depésitos de lipidos en
coloracion rojiza posterior a la solucién saturada de rojo aceitoso, la cual es una tincién que tifie especificamente
los lipidos mediante solubilidad selectiva, gracias a esto, se pudo evidenciar la diferenciacién de las células hacia

el linaje adipogénico.

DIFERENCIACION CONDROGENICA

La presencia de condrocitos fue detectada por tincién de Safranina O, la cual es un colorante basico que tifie la
matriz secretada por estas células, permite detectar glicosaminoglicanos y proteoglicanos, se observaron 6
andamios con hDPSC bajo el microscopio de contraste de fases y se identificaron glucosaminoglicanos de

apariencia azul, lo cual es un marcador positivo de la presencia de células condrogénicas.

Las imagenes de los diferentes tipos de diferenciacién, se muestran en la figura 5.
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Figura 5. Diferenciacién a) osteogénica, b) adipogénica y c¢) condrogénica de las hDPSC sobre el andamio y
diferenciacion d) osteogénica, e) adipogénica y f) condrogénica de las células aisladas 100x. Fuente: Directa.
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Identificacion del mecanismo pro-inflamatorio de hDPSC sobre el andamio.
Ensayo ELISA

La produccién de PGE: puede observarse en la figura 6. Las muestras positivas corresponden a las células
expuestas a IL-1B3 para inducir a un estado pro-inflamatorio de las mismas, y las que no fueron expuestas a IL-1f3
corresponden a las muestras negativas. Se evalu6 la produccion de PGE: en siete muestras con el fin de realizar
una comparacion de la produccion de PGE-: de las células cuando se encuentran en contacto con el andamio de
PLA y de las células por si solas.

Se puede corroborar que en presencia de una citocina pro-inflamatoria como la IL-1p se incrementa la produccién
de PGE:, es importante puntualizar que en las muestras donde las células se encuentran en contacto con el
andamio de acido polilactico hay un ligero incremento de PGE2 en comparacion a las células que se encuentran
aisladas, lo cual de interpreta como un aumento de la inflamacién en estas, teniendo un valor estadistico de p<0.05.

La desviacién estandar de la cantidad de PGE: producida en cada muestra con respecto a su promedio es de 0.46

0 I I I I

-yhDPSC (+) hDPSC (-) Andamio (+) Andamio

+ +

hDPSC hDPSC

ng/mL. (Figura 6)

PGE, (ng/mL)

[y

Figura 6. Produccion de PGE2 de hDPSC aisladas y en contacto con el andamio de PLA.
Fuente: Directa
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Ensayo Western Blot

Se evaluaron 8 muestras, 2 de hDPSC, 2 de hDPSC sobre el andamio, 2 de hDPSC con IL-18 y 2 de hDPSC

sobre el andamio e IL-1p.

Ambas ciclooxigenansas tienen una afinidad similar por el acido araquiddnico. La expresion de cox-1 en hDPSC
se observa en la imagen a) y la expresion de cox-2 corresponde a la imagen b). Es importante identificar la
expresién protéica ya que se puede establecer una relacidn con la produccién de PGE: encontrada en el ensayo
ELISA, en ambos ensayos se mostré una mayor expresion de proteinas inflamatorias, en este caso de
ciclooxigenasa 1 y 2 en las muestras que se encuentran en contacto con el andamio de acido polilactico en las

cuales se utilizé IL-18 como inductor pro-inflamatorio. (Figura 7)

a) - SRS cox-1

b) - & - — . COX-2

hDPSC hDPSC Andamio Andamio hDPSC hDPSC Andamio Andamio

+ + + + + +
hDPSC hDPSC  IL-1p  IL-1B  hDPSC hDPSC
+ +
IL-18 IL-1B

Figura 7. Produccién de cox-1 y 2de hDPSC aisladas y en contacto con el andamio de PLA.
Fuente: Directa
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18 DISCUSION

Aislamiento y diferenciacion de hDPSC

Las células madre de la pulpa dental han demostrado que pueden resolver todas estas cuestiones: el acceso al
lugar donde se encuentran estas células es facil y de escasa morbilidad, su extraccion es altamente eficiente,
tienen una gran capacidad de diferenciacion, y su demostrada interaccidn con biomateriales las hace ideales para
la regeneracion tisular.®3 Pisciotta A., et al 2015 demostrd la diferenciacion multilinaje de las células de tejido
pulpar humano y estas células demostraron ser capaces de diferenciarse hacia linajes osteogénicos, adipogénicos

y miogénicos, pero también tienen la capacidad de diferenciarse a otros linajes.("®

Para la obtencion de las hDPSC utilizadas en este trabajo, se sigui6 el protocolo para la obtencion y aislamiento
de éstas células propuesto por el Laboratorio de Investigacién Interdisciplinaria de la ENES, Unidad Leén de la
UNAM, en el cual se aislaron células madre de terceros molares con indicacién de extraccidén, gracias a su
localizacion anatémica, estas demostraron ser de facil acceso y de bajo costo, a su vez, demostraron tener

capacidad de multidiferenciacién a distintos linajes celulares.

Diferenciacion de hDPSC sobre el andamio

Brizuela C., et al 2013 comprobd la biocompatibilidad de las células madre mesenquimales de tejido gingival

humano con el andamiaje de polimero sintético de acido polilactico. 13

El andamiaje de polimero sintético de éacido polilactico muestra biocompatibilidad con las células madre
mesenquimales de tejido gingival humano. El &cido polilactico es un biomaterial que permite el transporte celular
y ofrece una viabilidad (83,32%), lo que lo convierte en un candidato para procedimientos regenerativos en conjunto

con células madre mesenquimales. ¢2

Para llevar a cabo este estudio, se siguié el protocolo establecido en el Laboratorio de Investigacion
Interdisciplinaria de la ENES, Unidad Le6n, UNAM para el aislamiento y caracterizacion de hDPSC aisladas y en
contacto con andamios 3D de acido polilactico realizados en el mismo, mostrando resultados favorables en la

diferenciacion osteogénica, adipogénica y condrogénica.
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Expresién pro-inflamatoria

La importancia clinica de la utilizacién de IL-1 es que esta es una citocina pro-inflamatoria, estas estimulan a los
macréfagos y a otras células para producir cantidades importantes de prostaglandinas, en particular PGEz. Las
prostaglandinas actGan sobre los fibroblastos y osteoclastos, junto con las citocinas, para inducir la produccion de
metaloproteinasas de la matriz, lo cual es relevante para el recambio tisular y para el proceso destructivo
periodontal. Ademas se ha encontrado IL-13 en el liquido crevicular de pacientes con enfermedad periodontal,
diversos estudios muestran una relacion entre los niveles de esta citocina y el estado periodontal del paciente, en
este proceso inflamatorio la IL-1B es uno de los compuestos encargados de iniciar la destruccién de los tejidos de

insercion del diente.('")

Diversos autores han sefialado la relacién de cox-1 y 2 con la producciéon de PGE:, sin embargo, cox-1 es mas
reconocida por su participacion en funciones fisiol6gicas en condiciones normales, por lo que la expresion de esta
enzima no necesariamente se relaciona directamente con el proceso de inflamacién y cox-2 es la que guarda una

relacién mas directa con la produccién de PGE:y con los procesos inflamatorios. (53

Al realizar los ensayos de ELISA y cox-1y 2 se observé un patrén, que se repiti6 en ambos, ya que, aunque todas
las muestras a las que se les agrego IL-1B para inducir a un estado pro-inflamatorio mostraron aumento en la
expresidn de estas proteinas, las muestras en las que hay mayor aumento de éstas, fueron en las que las células
gue se encontraban en contacto con el andamio de acido polilactico adicionadas con IL-1B. Una observacién
importante es que la expresion de cox-1 es un poco mas notoria, esto podria deberse, sin ser la Gnica explicacion,
a que el tiempo de vida media de cox-1 es significativamente mayor al de cox-2. (78
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Limitantes de estudio

Durante la realizacion de este estudio, se presentd una limitante de estudio durante la diferenciacion adipogénica,
ya que utilizamos andamios semirrigidos de PLA y al momento de realizar la tincién y los lavados para su posterior
observacién en el microscopio, estos absorbieron demasiado la tincién y fue imposible visualizar las células, por lo
tanto, en este experimento Unicamente se analizaron cuatro andamios bajo el microscopio, ya que dos eran de
PLA semirrigido. Es importante mencionar que ademas de haber realizado las pruebas de cox-1y 2, hubiera sido
idoneo hacerlo con alguna proteina constitutiva como la B-actina, lo cual es utilizada para verificar que se haya
cargado la misma cantidad de proteinas en cada carril, esto hubiera dado mayor impacto y validez al ensayo, sin
embargo, por cuestiones de disponibilidad en el laboratorio, dicho ensayo no se muestra en este proyecto. Hubo
algunos factores que alteraron los resultados del ensayo, entre ellos que el agitador se detuvo durante el tiempo
de exposicién de los anticuerpos en las membranas de PVDF, por lo cual, se tuvieron que desechar esos resultados
y realizar nuevamente el ensayo, por lo que este se repiti6 menos veces de las que se pensaron en un principio

por cuestion de tiempo.

Perspectivas a futuro

La multidiferenciacién de las CM puede dar como resultado una poblacién celular con caracteristicas morfolégicas
y funcionales estables, logrando obtener células de reemplazo, lo cual les confiere cualidades que las posicionan
como una posibilidad en la terapia de diversas enfermedades, en la actualidad son la base de numerosas

investigaciones en el area de terapia celular y medicina regenerativa.(’9

Se espera que a partir de este estudio, se generen nuevas investigaciones en el laboratorio de la ENES, Unidad
Ledn de la UNAM, y asi fortalecer esta linea de investigacién, se podria contemplar estudiar los linajes celulares
por separado y evaluar cual de ellos tiene mayor rango de diferenciacién sobre el andamiaje de acido polilactico,
a su vez, cual es el que muestra mayor aumento en la inflamacién. Para asi seguir avanzando en los conocimientos
de las propiedades de estas células al interactuar con este biomaterial y asi contribuir con el avance de las terapias

celulares.
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19 CONCLUSIONES

Los andamios impresos en 3D de &cido polilactico convencional mostraron efectos favorables en la interaccién con
hDPSC en la diferenciacién a linajes celulares osteogénico, adipogénico y condrogénico, lo que los convierte en

un material 6ptimo para la diferenciacion multilinaje.

En cuanto a la expresion de proteinas inflamatorias, se notd un ligero aumento de la produccion de éstas en ambos
ensayos cuando las células estaban en contacto con el andamio de PLA, sin embargo, considero que seria posible
realizar este experimento con un mayor nimero de muestras, para asi poder evaluar con un tamafio de muestra
mayor la comparacion de la expresion de dichas proteinas que las células muestran por si solas y las que expresan

a estar en contacto con el andamio.

Seria interesante realizar este estudio ex vivo e in vivo mas adelante, ya que de obtener resultados favorables
estos serian una gran aportacion para el area de medicina regenerativa y la ingenieria tisular no sélo en la

odontologia sino también en otras areas biomédicas.

Gracias a los resultados obtenidos en este estudio podemos sugerir que los andamios pueden ser una buena
opcién como biomaterial para la odontologia regenerativa y las hDPSC de terceros molares en conjunto con este,
tienen un gran potencial para su aplicacion en regeneracion de tejido cartilaginoso, 6seo y adiposo. Lo cual en un
futuro y con mas estudios sobre este tema, nos permitird brindarle a los pacientes alternativas de tratamiento
innovadoras para la regeneracion de tejidos que se hayan perdido por diversos factores, como caries o

traumatismos que afecten a los tejidos de soporte del diente.
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