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Resumen

El hueso es un tejido conjuntivo especializado mineralizado muy vascularizado e inervado
compuesto por laminillas de matriz osteoide calcificada; dependiendo de su disposicion se
puede clasificar en hueso cortical (compacto) o esponjoso (trabecular), ambos tipos de
hueso estan formados por células especializadas, matriz organica y fase mineral. Se
considera un tejido de soporte y proteccién de estructuras vitales; ademas, actua como
principal reservorio de calcio y fosfato y contribuye en la homeostasis de estos minerales.
El hueso esta en constante remodelacién (secrecion de osteoide, mineralizacién vy
reabsorcion), cuando este equilibrio se rompe debido a factores locales, sistémicos y/o
genéticos incrementa el riesgo a fracturas o pérdida ésea. Actualmente, se han
desarrollado alternativas terapéuticas, como la ingenieria tisular 6sea, para restituir el
tejido dafado y su funcionalidad mediante el uso de células troncales, andamios
tridimensionales de materiales biocompatible, biodegradables, bioactivos que no sean
téxicos en combinacién con biomoléculas o factores de crecimiento.

Dentro de los biomateriales para fabricar los andamios se encuentra el quitosano que por
sus propiedades fisicoquimicas: de biocompatibilidad, no toxicidad, biodegradabilidad y
agente antimicrobiano, cumple con las caracteristicas ideales para realizar andamios
mimetizados con péptidos y usarse en la regeneracion tisular 6sea.

Este proyecto de investigacién tuvo como objetivo, determinar si la combinaciéon de un
andamio de quitosano y un péptido bioactivo (CAPp5) promovia la regeneracion de tejido
6sea en un modelo de defecto éseo critico en calvarias de ratas Wistar (machos)..

Los resultados obtenidos demostraron que la combinacion de los andamios de quitosano
y CAPp5 promueve la formacién de un nuevo tejido a los 4 meses posquirdrgicos. Este
nuevo tejido formado muestra caracteristicas histolégicas asociadas a un tejido 6sea vital
al demostrarse la presencia de vasos sanguineos necesarios durante la regeneracion
tisular. De manera muy importante, se observo la degradacion completa del andamio de
quitosano sin presencia inflamatoria.

Con base en lo anterior, el empleo del péptido CAPp5 en un andamio de quitosano, podria
surgir como una nueva alternativa en la regeneraciéon 6sea.



1. Introduccion.

La ingenieria de tejidos (IT) tiene su origen a principios de la década de 1990, cuando
Langer y Vacanti (1993) la definen como un campo interdisciplinario que aplica los
principios de la ingenieria, de la biologia, la ciencia de los materiales, la quimica y la
medicina hacia el desarrollo de sustitutos biolégicos con el objetivo de restaurar, mantener
y mejorar la funcion tisular con el fin ultimo de la regeneracién completa de tejidos u
6rganos dafados. La IT incluye dos enfoques principales:

1. El trasplante de un tejido cultivado in vitro que consta de una matriz artificial con
células y factores de crecimiento

2. La regeneracion in situ de tejido utilizando una combinacién de una matriz artificial
y factores de crecimiento como plantilla o guia para inducir la regeneracién de la
célula huésped del tejido vivo.

Las estrategias tradicionales de la IT implica el uso de células vivas en un andamio
natural, sintético o bio-artificial en combinacién de sefiales biolégicas para desarrollar un
sustituto biolégico o una construccion viva en 3D que sea estructural, mecanica y
funcionalmente igual a un tejido. '

El hueso es un tejido conjuntivo altamente vascularizado, duro y rigido que brinda soporte
estructural, protegiendo tejidos y drganos blandos vulnerables dentro del cuerpo.
Podemos encontrarlo en forma compacta o con trabéculas (esponjoso). Este tejido esta
compuesto de células especializadas rodeadas de una matriz extracelular mineralizada
constituida por una fase inorganica (principalmente hidroxiapatita) y una fase organica
compuesta por colagena tipo | y proteinas no colagénicas. La organizacion tridimensional
de la matriz extracelular del hueso permite la transmision de tensiones mecanicas, que se
ha demostrado ser fundamental para el desarrollo 6seo. Hay tres tipos principales de
células dentro del tejido déseo: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. La actividad
sinérgica de osteoblastos y osteoclastos que secretan y reabsorben la matriz extracelular
en el proceso de remodelacién 6seo mantienen la homeostasis natural de este tejido. De
toda la poblacion de células éseas, los osteocitos representan mas del 90% y son los
responsables de detectar y transducir las fuerzas mecanicas transmitidas a través del
hueso y, en consecuencia, orquestar las sefales de reabsorcidn y sintesis osea. %°

Este delicado equilibrio antagénico entre las actividades de formacion ésea de los
osteoblastos frente a las actividades de reabsorcion 6sea de los osteoclastos se puede
ver afectado por lesiones traumaticas, fracturas por osteoporosis, deformidades,
inflamacién y tumores malignos que comprometan la integridad e incluso conlleve a la
pérdida de tejido 6seo. Actualmente, el autoinjerto es considerado como el estandar de
oro para el tratamiento de defectos 6seos significativos. Sin embargo, la limitacion de la
disponibilidad del injerto 6seo, la morbilidad del sitio donante y el riesgo potencial de
infeccion y hematoma, ha impulsado el desarrollo de nuevas alternativas.®’

La ingenieria de tejidos 6seos es un campo interdisciplinario originado para reparar o
reemplazar el hueso mediante la creacion de sustitutos biomiméticos. Para tener mayor
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claridad en los mecanismos moleculares y bioquimicos que participan durante la
regeneracion tisular, es necesario revisar la fisiologia 6sea.

2. Composicion del Hueso.

El tejido 6seo, dependiendo de su estructura, se puede clasificar en compacto o cortical,
que se observa como una capa densa que contiene osteonas o sistemas de Havers que
provee del suministro vascular, fibras nerviosas y tejido conectivo. A su alrededor se
encuentran la matriz 6sea en forma de laminillas concéntricas de aproximadamente de 3
pUm de espesor, ademas de presentar los denominados conductos de Volkmann ubicados
perpendicularmente a las osteonas y que sirven para su comunicacion. El tejido 6seo
trabecular (o esponjoso) se compone de aproximadamente 20 laminillas en forma de
espiculas, donde los espacios entre cada espicula esta ocupada por médula 6sea.

Laminillas
circunferenciales
internas

,'/ Fibras colagenas Endostio
/ Laminillas ‘
: ) L intersticiales
> “I \

Arteria osteonal

Osteona

Conducto
de Volkman

Laminillas 6seas
Endostio osteonal

Conducto de Havers

Osteocito en laguna

Periostio Laminillas
circunferenciales
externas

Fig.1) Diagrama de la estructura de hueso compacto. Tomada del libro Ross. Histologia: Texto y atlas: Correlacién con
biologia molecular y celular.7? edicion.

Las superficies externas de los huesos estan rodeadas por una capa de tejido conectivo
denso llamado periostio; mientras que el endostio es una membrana delgada, que recubre
las superficies 6seas internas, formada de una capa de células osteoprogenitoras capaces
de diferenciarse en osteoblastos y células de revestimiento éseo. 3
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Otra forma de clasificar al tejido éseo es en hueso inmaduro que se caracteriza por la
presencia de fibras colagenas gruesas y desordenadas con células distribuidas al azar
proporcionandole mayor flexibilidad y poca resistencia. Este tipo de hueso se observa en
la etapa embrionaria hasta los 4 anos de edad, también en patologias como la formacion
del callo 6seo en fracturas, tumores o enfermedades. Por otro lado, el hueso maduro o
laminar esta mejor organizado y sus fibras colagenas se observan mas estructuradas. 58

2.1 Células Oseas.

El tejido 6seo presenta varios tipos de células: 1) células osteoprogenitoras que se
encuentran en la capa celular interna del periostio, se derivan de las células troncales
mesenquimatosas de la médula ésea. Tienen el potencial de dividirse y dependiendo del
tipo de senal molecular que reciben pueden diferenciarse en osteoblastos, fibroblastos,
adipocitos, condrocitos y células musculares. Su diferenciacion hacia osteoblastos esta
controlada por los genes de la familia Hedgehog junto con el factor de transcripcién Cbfa1
(Runx?2) y proteinas morfogenéticas 6seas (BMP's).>* 2) Osteoblastos, se producen bajo
vias de sefalizacion especificas como las BMP (2, 4, 5, 6 y 7) que estimulan la expresién
de los factores de transcripcion Runx2 y Osx (orientan la diferenciaciéon de células
troncales mesenquimales a la via osteoblastica) y la via Wnt/LRP5, principal mecanismo
de control de la formacién ésea. Se consideran las células formadoras de hueso por
sintetizar y secretar matriz 6sea organica (osteoide), ademas de poseer la capacidad de
secretar colagena tipo |, proteinas como osteocalcina y osteonectina, glucoproteinas
multiadhesivas (osteopontina BSP1, BSP2 y trombospondina), fosfatasa alcalina (ALP),
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) de forma inactiva y proteoglucanos. Al dia pueden
secretar de 2 a 3 ym de sustancia osteoide y la expresion de ALP permite mineralizarla de
1 a 2 ym por dia. También tienen receptores para vitamina D; y hormona paratiroidea
(PTH) que activan la resorcion ésea (regulan la osteoclastogénesis) y con ello ayudan en
la movilizacién de calcio en el organismo, secretando factor estimulante de colonias de
Macrofagos (M-CSF) para inducir la proliferacion y diferenciacion de pre-osteclastos. Asi
mismo, promueven la formacion de nuevos vasos sanguineos al secretar factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), importante durante la formacién de hueso nuevo y
reparacion de defectos 0seos.*>%'° 3) Osteocitos son osteoblastos que quedan atrapados
en la matriz 6sea recién formada, se comunican con otros osteocitos y células de
revestimiento mediante prolongaciones por donde circulan iones y moléculas que
permiten la nutricion a través del liquido intersticial. Responden a fuerzas mecanicas
aplicadas al hueso (mecanosensores); ademas, participan en la homeostasis del calcio
gracias a su capacidad de secretar MMPs y usar los canaliculos para movilizar los iones
calcio (proceso denominado ostedlisis osteocitica), y secretan factor de crecimiento
fibroblastico (FGF23) que regula el metabolismo del fésforo. Ademas pueden controlar el
comportamiento de osteoclastos secretando RANKL, TNF-a, IL-6 e IL-11. La vida media
de los osteocitos oscila de los 10 a 25 afios.>*>® 4) Células de revestimiento derivan de
osteoblastos que se organizan en la superficie 6sea, son células planas que forman una
barrera entre la médula hematopoyéticas y el osteoide. Participan en la red de
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comunicacion que regula la remodelacion 6sea; bajo el efecto de la PTH pueden
convertirse en osteoblastos y se inhiben por la accion de glucocorticoides.®5%° 5)
Osteoclastos, proceden de la fusién de células troncales hematopoyéticas medulares
llamadas Unidades formadoras de Colonias de Granulocitos y Macréfagos (CFU-GM).
Para que suceda su diferenciacion se requieren de tres moléculas que regulan este
proceso; la osteoprotegerina (OPG) sintetizada por osteoblastos y preosteoblastos, el
ligando de receptor activador para el factor nuclear kB (RANK-L) en la superficie de
osteoblastos y preosteoblastos y su receptor (RANK en la membrana de osteoclastos y
preosteoclastos. Cuando se da la interacciéon entre RANK-L y RANK, se activa la
diferenciacion y su actividad osteoclastica aumenta la reabsorcion osteoclastica. La OPG
funciona como inhibidor de RANKL. Son células de gran tamafio que pueden tener de 5
hasta 50 nucleos y un diametro de hasta 100pm de diametro, poseen dos polos celulares
y muchas vesiculas que contiene catepsina K, MMPs, que son algunas de las enzimas
mas importantes producidas por éstas células ya que degradan la matriz ésea organica y
acidifican el la zona produciendo portones para disolver la matriz ésea inorganica;
convirtiéndose ésta en iones calcio, fosfatos inorganicos solubles y agua. #°#1°

2.2 Matriz Osea.

El hueso esta compuesto en un 90% por matriz organica y el 10% restante por matriz
inorganica. Ademas de considerarse como un reservorio de calcio y fosfato, es una
reserva de proteinas participantes en la regulacién de la diferenciacién celular, integridad
y funcién del tejido éseo. La matriz organica estad compuesta por fibras colagenas en un
90%, principalmente de colagena tipo | (>95%), tipo V (5%), tipo Ill, en menor proporcion
colagena tipo Xl, Xlll y sustancia fundamental compuesta por cuatro principales grupos de
proteinas no coldgenas (PNC) (proteoglucanos, glucoproteinas, proteinas
osteoespecificas y factores de crecimiento, descritas en la tabla 1). Las fibras de colagena
forman una red que permite incorporar moléculas de hasta 40 kDa y se da una escision de
péptidos en sus extremos amino y carboxil terminales para asociarse a PNC con lo cual
podra formar el osteoide, que se mineralizara por efecto de los osteoblastos. 5 & La
matriz inorganica se compone de sales minerales, principalmente por fosfato de calcio
cristalino en forma de cristal de hidroxiapatita Ca,o(PO,)s(OH), que se dispone en placas
finas de 3 nm de espesor y 60 nm de largo; en espacios de 40 nm entre los extremos de
las fibras colagenas llamados “zonas hole”. %"
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2.3 Proteinas Oseas.

Proteina

Funcion.

Colagena

Tipo I, 111, V, XII, XI, XII.

Aportan resistencia mecanica y flexibilidad al hueso, cartilago, ligamento y
tendones.

Se sintetiza a partir del pro-colageno y en el tejido éseo son los osteoblastos los
encargados de secretar esta proteina.'

Proteoglicanos

Condroitin sulfato

Hialuronato

Intervienen en las etapas iniciales de la morfogénesis dsea ofreciendo resistencia a
la compresion, fijacion de factores de crecimiento e inhibiciéon de la mineralizacion.
4.8

Biglicano

Decorina

Aparecen en las siguientes fases de la formacion dsea. 23

Glicoproteinas

Osteonectina

Glucofosfoproteina multiadhesiva secretada por osteoblastos, puede unir células
oseas y fibras de colageno tipo | a la hidroxiapatita . *5

Fosfatasa alcalina (ALP)

Es una proteina glucosilada que regula concentraciones extracelulares de fosfatos.
13

Osteopontina (OPN)

Proteina fosforilada que regula la migracion, diferenciacion y supervivencia celular,
ademas de poder regular la adhesién y diferenciacion de osteoblastos y modular el
crecimiento de cristales en la mineralizacion. Favorece la angiogénesis en la
reparacion osea. "

Proteinas Morfogenéticas
Oseas (BMP)

Glicoproteinas fosforiladas, su actividad se relaciona con la funciéon de adhesion
celular y participa en el inicio de la mineralizacion. Son secretadas por
osteoblastos, osteocitos, osteoclastos y condrocitos hipertréficos. Es importante su
accion durante la formacion de osteoide y su mineralizacion. Favorece la
proliferacion, diferenciacion y actividad de osteoclastos y osteoblastos. 5 13

Osteocalcina (OCN)

Producida por osteoblastos y plaquetas dependientes de vitaminas D y K. Se une a
los cristales de hidroxiapatita y solo se produce en tejido 6seo por lo que resulta util
su expresion en concentracion plasmatica refleja el grado de remodelacién ésea.
La vitamina D favorece su sintesis y los corticoides la inhiben. %
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Factores de crecimiento

IGF-ly Il

Sintetizados por higado y osteoblastos. Aumentan la proliferacion y actividad de
osteoblastos y con ello |a sintesis de colagena. Ademas de controlar la interaccion
entre osteoblastos y osteoclastos interviniendo en el remodelado ¢seo. ™

TGF- B

Induce la diferenciacion de osteoblastos y aumenta la produccién de osteoide.
Interviene en la reabsorcién dsea al inhibir la sintesis de proteinasas como las
MMPs y disminuir la proliferacion y diferenciacion de osteoclastos.™

PDFG

Funciona como quimioatrayente y factor miogénico de células troncales y
osteoblasticas para aumentar la produccién de proteinas de la matriz ésea. ® '°

Tabla 1. Descripcion de la funcién de las principales proteinas que componen la matriz organica del hueso.
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2.4 Biomineralizacion.

Es un proceso fisiologico regulado por interacciones entre moléculas y minerales. El
proceso comienza con la acumulaciéon de iones de fosfato dentro de las vesiculas de
matriz que son liberadas al medio extracelular desde la superficie de condrocitos,
osteoblastos, odontoblastos y cementoblastos; los iones de fosfato de calcio se precipitan
formando cristales amorfos que rompen la membrana de la vesicula y quedan expuestos
en el medio extracelular donde forman nddulos de calcio. Estos cristales crecen dentro de
las fibras de colagena que sirven como andamio para la precipitacién de iones.

El crecimiento, grado de maduracién de la fase mineral y morfologia de los cristales son
mediados por el pH, supersaturacion de iones y por la presencia de proteinas no
colagenas y proteoglicanos que gracias a su carga negativa e interaccidn con otras
moléculas son capaces de quelar iones de calcio induciendo la cristalizacion o inhibiendo
la mineralizacion. ™

Por accién de la osteocalcina y otras proteinas se eleva a una alta concentracién local de
iones Ca?, lo que provoca que los osteoblastos secreten fosfatasa alcalina (ALP), y esto a
su vez provoca un aumento en la concentracion local de iones PO,* Todo este proceso
estimula de nuevo un aumento de la concentracion antes elevada de iones Ca? para dar
inicio a la mineralizacién. Cuando se excede la capacidad de disolucion de estos dos
iones, se liberan las vesiculas matriciales hacia la matriz 6sea. Estas vesiculas contienen
ALP vy pirofosfatasa que rompen iones PO,> de otras moléculas cercanas de la matriz;
provocando la cristalizaciéon de Ca;(PO,), en la vesiculas matriciales alrededor.

Los cristales de Ca;(PO,), inician la mineralizacion de la matriz circundante a los
osteoblastos al formar y depositar cristales de hidroxiapatita [Ca,(PO,) ¢(OH),]. Una vez
que estos cristales se precipitan, crecen por acrecion y se van uniendo con cristales
vecinos productos de otras vesiculas matriciales.

Todo este proceso se realiza de 10 a 20 dias posteriores a la formacién de la matriz 6sea
organica. De 3 a 4 dias se concreta alrededor del 80% del mineral éseo a lo que se le
llama mineralizacion primaria. La mineralizacion secundaria se produce cuando el agua
ligada a los cristales de hidroxiapatita se mineraliza, después de 3 a 4 meses. 8 1%

Este proceso es regulado por proteinas y células 6seas como condroblastos y
osteoblastos que sintetizan y secretan matriz dsea organica para después mineralizarla
dando como resultado dos tipos de osificacion:

La osificacién intramembranosa es un proceso que comienza con un centro de osificacion
donde células osteoprogenitoras se diferencian a osteoblastos para secretar osteoide,
formando una red de espiculas y trabéculas, este centro crece por depdsito periférico de
matriz donde se incorporan osteoblastos que se transforman en osteocitos. Se va
formando hueso inmaduro y el tejido dseo en la periferia se va engrosando haciendo que
los espacios de tejido conectivo se estrechen de forma gradual y se ocupen por médula
Osea. Las zonas de tejido sin calcificar se diferencian en periostio y endostio. Cuando las
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trabéculas formadas contactan con zonas vecinas se genera un tejido 6seo esponjoso con
tejido conectivo vascularizado entre los espacios. Esta osificacion se observa en huesos
planos del craneo y la cara, asi como en partes de la mandibula y de la clavicula.

La osificacion endocondral forma la mayoria de huesos largos y cortos del cuerpo, el
hueso se comienza a formar sobre un molde de cartilago hialino que sirve como andamio
para el desarrollo de hueso con cavidades invadidas por vasos sanguineos y células
osteogénicas. Su desarrollo se debe a los centros de osificacién primario y secundarios;
con la proliferacion y acumulacion de células mesenquimaticas que por accion de factores
FGF y BMP’s, se diferencian en condroblastos produciendo matriz cartilaginosa y
formando un modelo de cartilago hialino que que se va degradando formando lagunas y
una cavidad que almacena la médula 6sea con matriz cartilaginosa calcificada como guia
para los osteoblastos generando un complejo de cartilago y hueso calcificado.? &°

2.5 Remodelado y Reparacion osea.

El tejido Oseo se puede ver afectado por diferentes factores como enfermedades
sistémicas y genéticas (osteoporosis, osteogénesis imperfecta, enfermedad de Paget),
ambientales, infecciones, traumas y neoplasias. Por lo que son diversas las etiologias que
pueden condicionar el riesgo a fracturas y a la pérdida de masa 6sea.

El remodelado 6seo es un proceso constante de formacion y reabsorcion con lo cual se
puede mantener un metabolismo fosfocalcico. Este equilibrio permite la renovacién anual
de hueso cortical en un 5% y de hueso trabecular en un 20% aproximadamente. El
proceso de remodelado tiene un balance positivo sélo hasta la tercera década de vida, en
esta década existe la maxima masa d6sea y se mantiene hasta los 50 afios
aproximadamente. Se produce en areas de la cortical llamadas unidades basicas
multicelulares (BMU); la vida media de cada unidad es de 2 a 8 meses y en el esqueleto
humano existen un aproximado de 35 millones de BMU, al ano se activan de 3 a 4
millones, por lo que la renovacion del esqueleto en su totalidad se da cada 10 afios. '©

El proceso de remodelado se da por las siguientes 5 fases.

1. Fase quiescente. El hueso en condiciones de reposo.

2. Fase de activacion. Las células limitantes (osteoblastos en la superficie enddstica)
se retraen y la membrana enddstica sufre un proceso de digestion por parte de las
colagenasas, se queda expuesta la superficie mineralizada y atrae osteoclastos.

3. Fase de reabsorcién. Los osteoclastos disuelven la matriz mineral y descomponen
la matriz osteoide, el proceso termina con los Macrofagos y se liberan factores de
crecimiento, especialmente factor transformante de crecimiento B,(TGF-8), factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDFG), y factor analogo de insulina |y Il
(IGF-1y II).
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Fig.2) Proceso de reparacion 6sea ante una lesion.Tomada del libro Ross. Histologia: Texto y atlas: Correlacion con biologia
molecular y celular.7? edicion.

4. Fase de formacion. Se da un agrupamiento de preosteoblastos que sintetizan una
sustancia cementante, donde se adhiere nuevo tejido, y se expresan proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs). Después de pocos dias los osteoblastos sintetizan
sustancia osteoide para rellenar las zonas reabsorbidas. Esta fase dura 30 dias.

5. Fase de mineralizacion. La mineralizacion se finaliza después de 130 dias para el
hueso cortical y 90 dias para el hueso trabecular. Después de este tiempo se
comienza de nuevo con la fase quiescente. '

La regeneracion 6sea es una respuesta del tejido ante una lesion, con la cual se puede
restituir el tejido perdido con caracteristicas iguales al original, en cambio el proceso de
reparacion forma un tejido cicatricial con distintas caracteristicas al del original. Durante el
proceso de regeneracion se involucran vasos sanguineos, células y matriz extracelular.
Iniciando la respuesta inflamatoria con hematies, plaquetas y fibrina: las células del
coagulo comienzan a liberar interleucinas y factores de crecimiento para la migracion de
linfocitos, macrofafos, precursores de osteoclastos y células mesenquimales
pluripotenciales promoviendo la diferenciacion hacia ceélulas endoteliales, fibroblastos,
condroblastos y osteoblastos para dar origen al nuevo tejido que reemplazara al coagulo
inicial por las interacciones entre factores de crecimiento, hormonas y citoquinas. En esta
fase es imprescindible el aporte vascular para la sintesis proteica la mineralizacién del
nuevo tejido.* Con esta técnica se emplean injertos que tengan propiedades 1)
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osteogénicas, capaces de producir hueso nuevo. Dependen de células osteoprogenitoras
y con potencial para diferenciarse. Estas células participan en las etapas iniciales del
proceso de regeneracion. Por lo que esta propiedad osteogénica solo se encuentra en
injertos 6seos autdélogos o células de médula 6sea.'” 2) osteoconductiva, los injertos
pueden servir como andamios o estructura de soporte para la regeneracion 6sea ya que
permite la neovascularizacién e infiltracion de células precursoras osteogénicas. Los
materiales que tiene esta propiedad osteoconductora son los autoinjertos, homoinjertos,
aloinjertos, matriz 6sea desmineralizada (DBM), hidroxiapatita, fosfato de calcio y la
colagena. ' 3) osteoinductivas, inducen la diferenciacion de células mesenquimatosas a
células 6seas maduras. Esta propiedad esta relacionada con la presencia de factores de
crecimiento; y dentro de los materiales osteoinductivos se encuentran los injertos 6seos
autdlogos, la proteina morfogenética 6sea (BMP) y la matriz 6sea desmineralizada
(DBM)."

Aunque estos tipos de injerto son una buena opcion para la regeneracién 6sea, aun tienen
muchas limitantes como la cantidad de hueso disponible para la dimension de la lesién y
complicaciones como transmision de enfermedades y respuestas antigénicas.™ Es por
estas complicaciones que se han investigado y desarrollado otras alternativas
regenerativas como lo es la ingenieria tisular.

3. INGENIERIA TISULAR.

El objetivo de la ingenieria tisular es crear tejidos iguales o lo mas similar posible al tejido
dafnado para restaurar, sustituir o aumentar la actividad funcional de los tejidos organicos.
Para esto, se necesitan aislar y cultivar células en laboratorios y tener disponibles
biomateriales que puedan sustituir las matrices extracelulares y que tengan un
comportamiento muy parecido a los tejidos que seran sustituidos.

La Ingenieria tisular se basa en tres elementos fundamentales que son las células
troncales por su alta capacidad proliferativa y su pluripotencialidad, las biomoléculas o
factores de crecimiento y los andamios.

3.1 Células troncales.

Las células troncales, anteriormente llamadas células madre, son capaces de dividirse
indefinidamente y diferenciarse para dar origen a células idénticas a si mismas y también

de diferenciarse a células especializadas, tanto morfolégicamente como funcionalmente.
15,18.

A finales del siglo XX, Ernst Haeckel denomind por primera vez como "Stammzelle"
(células troncales), al organismo antecesor comun de todos los organismo multicelulares.
Posteriormente Theodor Bovery observé que las células troncales o "células germinales
primordiales", eran un grupo de células que derivaban del cigoto en el desarrollo y podian
dividirse para dar origen a una célula precursora de células somaticas o a otra células
similar. Artur Pappenheim estudid6 la hematopoyesis elaborando diagramas para
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representar la célula predecesora de la sangre, que origina los linajes de las células
hematopoyéticas, dandole el nombre de "Mutterzellen" (célula madre). ™

Se localizan en la médula 6sea, sangre, huesos, musculos, piel, tejido adiposo,
principalmente. Dependiendo del tejido donde se encuentren ubicadas pueden estar
inactivas y proliferar cuando se presenta alguna lesién para repararla o ayudar a las
células durante el recambio normal. '

Las células troncales se pueden clasificar por su momento de origen en células
embrionarias y células adultas (somaticas o postnatales).

a) Células embrionarias.

Derivan del blastocisto, una vez que ocurre la fecundacion del 6vulo y se forma. En
esta etapa del blastocisto es cuando se pueden aislar las células troncales. Son
totipotentes y pluripotentes, cuentan una capacidad de autorrenovacion y
diferenciacion infinita debido a factores de transcripcion como NANOG vy
OCT4.1518

b) Células adultas / somaticas.

Son células indiferenciadas y especializadas que derivan de las células
embrionarias y se ubican en los tejidos u d6rganos. Se pueden diferenciar
dependiendo la necesidad de cada tejido u érgano donde se encuentran y cuentan
con una capacidad multipotencial; ideal para la terapia regenerativa.’>'®

Existe otra clasificacion para las células troncales, y es de acuerdo a su capacidad de
diferenciarse. '*

a) Totipotenciales. Son células capaces de dividirse y reproducir cualquier célula del
organismo.

b) Pluripotenciales. Células con capacidad para diferenciarse en cualquier tipo de
célula de los tejidos endodérmico, mesodérmico o ectodérmico.

c) Multipotenciales. Células que se pueden dividir y formar varios tipos de tejidos y
organos.

d) Unipotentes. Son las células que pueden formar un solo tipo de célula.

Las células troncales embrionarias a pesar de sus increibles propiedades para renovarse
y diferenciarse, pueden generar tumores o generar respuestas inmunolédgicas por su
origen alogénico. Ademas su obtencion entra en un dilema ético y legal. Es por ello que
para la medicina regenerativa se utilizan las células troncales adultas; aunque para su
obtencién se necesita un proceso mas largo con cultivos celulares que pueden dafarse
durante el cultivo, su manipulacion es mas sencilla.



Las células troncales que se emplean para la terapia regenerativa dentro de la ingenieria
tisular son células mesenquimales provenientes principalmente de la médula 6sea,
aunque también pueden aislarse del tejido adiposo, la pulpa dental, de sangre periférica y
del corddén umbilical, entre otros sitios. Son células que pueden autorenovarse y
diferenciarse hacia un linaje osteogénico, condrogénico, adipogénico e incluso miogénico.

Su aplicacién en la ingenieria tisular es para reparar, reconstruir o regenerar tejidos u
o6rganos dafiados por enfermedades cardiovasculares, diabetes, lesiones por trauma o
tumores, entre otros. Para que puedan ejercer su accidn regenerativa se deben aplicar las
células troncales con factores de crecimiento que dirigiran los procesos celulares y un
andamio tridimensional elaborado con un biomaterial para guiar y permitir el crecimiento
del nuevo tejido.

3.2 Andamios o Scaffolds.

Los andamios son estructuras tridimensionales y que funcionan como soporte para crear
un microambiente adecuado con el cual se pueda conseguir el crecimiento y
diferenciacion celular, promover la adhesién y migracion celular para poder formar tejidos
y 6rganos funcionales. Sirven temporalmente como una matriz extracelular.

3.2.1 Caracteristicas.

Para cumplir con su funcién, los andamios necesitan tener una serie de requisitos como
una alta porosidad (con un tamano y forma adecuados para permitir la difusién de
nutrientes), un area grande de superficie, una buena degradacion, tener una buena
resistencia fisica y mecanica, ser biocompatible con el tejido a regenerar y con
biomoléculas como lo son los factores de crecimiento o péptidos para poder mimetizarse.

3.2.2 Tipos de andamio y su caracterizacion.
Los andamios pueden clasificarse en dos tipos:'
a) Sintéticos, inorganicos o permanentes.

Se producen de materiales ceramicos, metalicos y de polimeros. Los andamios
hechos de polimeros se forman de criogeles, sistema hidrogel, acido poliglicélico
(PGA) y acido polilactico (PLA) se usan principalmente para realizar andamios 3D.
Sin embargo tienen una baja bioactividad. Los crio-geles tienen una buena
porosidad, permitiendo una buena circulacion de nutrientes y una buena
resistencia mecanica debido a la microporosidad y conectividad entre poros
obtenida por ser sintetizados a bajas temperaturas. Los hidrogeles que se
componen de PMMA (polimetilmetacrilato) y péptidos RGD, funcionan con
mondémeros que al inyectarse en el cuerpo se polimerizan; cuentan con una buena
fuerza mecanica y son biodegradables, pero cuando sucede la fotopolimerizacion,
puede afectar la viabilidad de las células. Dentro de los andamios metalicos se
encuentran los fabricados con titanio, que es un material biocompatible, con
actividad osteoconductiva y vasculogénica.



b) Naturales, biodegradables u organicos.

Se realizan de componentes de la matriz extracelular como colagena, acido
hialurénico, hidroxiapatita, glucosaminoglucanos, entre otros. Las ventajas de usar
este tipo de andamios es que son bioactivos, biocompatibles y sus propiedades
mecanicas son muy similares a las del tejido a regenerar. Sin embargo, sus
propiedades fisicoquimicas son dificiles de controlar. Este tipo de andamios tiene
una estructura porosa tridimensional cuyos macro poros son de aproximadamente
100um, para que pueda haber un crecimiento celular, una adecuada
vascularizacién y se pueda eliminar el material de desecho. A su vez, los
andamios naturales se subclasifican en crio-geles, hidrogeles, espumas bioactivas
y materiales biocompuestos.

Los mas utilizados son los hidrogeles, compuestos de un polimero hidrofilico para
formar las redes tridimensionales con macromoléculas similares a los
componentes del cuerpo y tienen una alta biocompatibilidad. Su estructura es ideal
para transportar factores solubles, nutrientes y desechos. Los hidrogeles se
clasifican en macro porosos e inyectables. Dentro de los hidrogeles macroporosos
se encuentran los que se sintetizan a partir de materiales como agarosa, alginato,
quitosano, colagena, y acido hialurénico. Es de los mas usados para la
regeneracion de cartilago y tejido éseo por ser de costo accesible, biocompatible y
rapida solidificacion. Los hidrogeles inyectables, su accion es formar un gel in vivo
del material liquido para rellenar defectos de cualquier tamano y forma. Otra
funciéon que cumplen es el de ser un soporte liquido que sirve como transporte de
células vivas, medicamento o factores de crecimiento para la regeneracion del
tejido.

Asi como existen diversos tipos de biomateriales para la fabricacion de los andamios,
existen diferentes tipos de técnicas de fabricacién con la que se realizan, cada una de las
cudles le otorgan al andamio las caracteristicas mas adecuadas a los requisitos del tejido
dafado, el grado de la lesion y su tamano. Se mencionaran algunas de estas técnicas, sin
embargo, no son las Unicas que se emplean para la fabricacion de andamios:" 1)
electrohilado, se crean micro y nanofibras poliméricas de diferente morfologia, por fuerza
electrostatica, su orientacién es al azar formando una red tridimensional que logra imitar la
matriz extracelular para proveer una buena adhesion y proliferacion celular. 2) espumado
con gas, se forman discos de polimero comprimidos que se calientan y posteriormente se
usa CO, para reducir la presién y formar los poros sin conexiéon que varian de 100 a
500um, esta técnica se suela usar con la de lixiviacion para crear una red de poros
interconectados. 3) hidrogeles, se usan Biopolimeros que tengan una gran capacidad
hidréfila y elastica, pueden formar una red tridimensional con poros interconectados,
ademas este tipo de andamio por su capacidad de absorcion se usa para liberar
biomoléculas durante el proceso de regeneracion. 4) impresiéon 3D, esta es una de las
técnicas con las cuales se puede usar una gran variedad de biomateriales, para ello se
necesitan técnicas imagen o logicas, un software tipo CAD y un robot que ejecute el
proceso. Se pueden formar andamios del disefio y tamano especializado para cada



paciente, sin embargo, con esta técnica se debe esperar a que el tejido bio-impreso se
fusiones, remodele y madure para ser un tejido funcional antes de ser utilizado.

3.2.3 Quitosano.

Los biomateriales utilizados en la ingenieria tisular deben de promover la adhesion,
proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. Para cumplir con ello se requiere que
sean toxicos ni sus productos al degradarse, tampoco deben de generar una reaccion
inflamatoria ni tener un potencial carcinogénico. Otras caracteristicas ideales son una
buena permeabilidad, propiedades fisicas y mecanicas similares al tejido a regenerar,
flexibilidad y resistencia. Estos biomateriales pueden ser de origen sintético (metales,
polimeros y ceramicas) o naturales (alginato, quitosano y colageno). 2°

I. Obtencién.

El quitosano se obtiene de la quitina, que se considera como el biopolimero mas
abundante en el mar, se encuentra en los exoesqueletos (caparazones, tendones,
capullos), de artropodos como cangrejos, camarones, langostas y moluscos. También se
puede encontrar en paredes celulares de hongos y en la matriz extracelular de una
variedad de invertebrados; insectos, platelmintos, esponjas y nematodos. 2"

Se obtiene a partir de una N-Desacetilacion; la conversion de mas del 60% de los grupos
amida de la quitina, y se incrementan los grupos amino (-NH,), por lo tanto su nombre
quimico es B-(1-4)2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosa. 2 Se considera mas versatil que la
celulosa para reacciones quimicas por las sustituciones en sitios activos aminos en la
posicién C2, y varios grupos hidroxilos disponibles.

El proceso quimico para obtener el quitosano de la quitina se divide en dos pasos:

1. Se adiciona un grupo hidroxilo a un grupo carbonilo de la funciéon amido,
desarrollando cargas ionicas.

2. Se forma una amina por el desprendimiento de acido acético y se estabiliza la
molécula.

El resultado de estos procedimientos es un quitosano insoluble en solventes organicos y
agua, pero soluble en soluciones acidas por lo que se considera policationico a pH<6, y
puede interactuar con moléculas cargadas negativamente como proteinas, polisacaridos,
acidos grasos y fosfolipidos debido a la presencia de grupos amino protonables.?" 2 Su
procesamiento y grado de desacetilacién influyen en la pureza, propiedades

fisicoquimicas y mecanicas, peso molecular, y también en el color del quitosano final.?"
23,24.



Il. Propiedades Fisicas y Quimicas.

Tiene como propiedades fisicoquimicas color, viscosidad, reactividad, solubilidad; es
biocompatible, biorenovable, no tdxico, biodegradable, antimicrobiano y cristalino;
insoluble en pH neutro y basico pero soluble en soluciones acuosas acidas. ' 2+

El grado de desacetilacion (DA), tiene influencia directa en las propiedades fisicoquimicas
como la fuerza, solubilidad, viscosidad, porosidad, flexibilidad y conductividad; y en las

propiedades bioldgicas como biodegradabilidad, biocompatibilidad, adsorcién, entre otras.
21

Hay algunas caracteristicas importantes durante el proceso de obtencién del quitosano
que influyen en sus propiedades fisicoquimicas. El peso molecular influye directamente en
la viscosidad intrinseca en un medio acuoso, esto a su vez es Util para relacionar la forma

y tamafo de las moléculas del polimero en solucién y su interaccion polimero-disolvente.
21, 23.

Ill. Usos

Gracias a las diversas investigaciones del quitosano, se han encontrado algunos
derivados por diferentes concentraciones de esta material que se pueden usar para la
preservacion de alimentos, (peliculas protectoras para alimentos, espesante y
estabilizador), en biotecnologia (como transporte de medicamentos, material genético a
través de membranas, microcapsulas y microesferas, como anticoagulante para ayudar en
la cicatrizacién de heridas, se usa en la ingenieria de tejidos para regeneracion de hueso
y piel), en agricultura como agente antibacterial, en la fabricacién de cosméticos, como
antioxidante, para la industrial textil, entre otros usos.

Como se ha mencionado antes, el objetivo de la ingenieria tisular ésea es reparar o
regenerar organos y tejidos para restaurar su estructura y funcién haciendo uso células
troncales, biomoléculas y andamios ftridimensionales; es importante mencionar la
combinaciéon de estos elementos como los son los andamios funcionalizados con
péptidos. El uso de esta combinacién se puede justificar con las caracteristicas del
biomaterial utilizado para realizar el andamio junto con su técnica de fabricacion que
permita ademas de poseer sus requisitos indispensables, absorber y liberar
prolongadamente al péptido por su capaciad de mimetizar las funciones de una proteina
completa y su produccién significativamente mas econdémicas que el uso de estas.

3.2.3 Satin

El satin, también llamado celulosa oxidada regenerada es un hemostatico pasivo o
mecanico, empleado para intervenir en la hemostasia, ayudando a crear una matriz
tridimensional al entrar en contacto con la sangre, para que la plaquetas se puedan
adherir y formar el coagulo. Se puede encontrar en forma de una malla y esta indicado en
cirugias dentales, neuroldgicas, digestivas, entre otras; la importancia de su uso radica en



disminuir el riesgo de infeccidn por un sangrado incontrolado y a su vez, disminuir el
consumo de medicamentos. %2

3.3 Biomoléculas o factores de crecimiento.

Los factores de crecimiento son proteinas unidas a receptores celulares que inducen
proliferacion celular, pueden controlar la actividad de las células troncales para la
proliferacion o diferenciacion de células del mismo tejido o de otros tejidos, asi como para
inducir la regeneracion de tejidos lesionados.

Estos biofactores se dividen en dos categorias, una de ellas induce la transformacion
celular a osteoblastos y la segunda aumenta la proliferacion y actividad de los
osteoblastos. La actividad de ambos produce una induccién y modulacion de la formacion
de la matriz 6sea y la posterior osificacion.

3.3.1 Factores de crecimiento.

Algunos de los factores de crecimiento involucrados en la formacién de tejido 6seo son los
siguientes:

1) BMP. Las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) son parte de la superfamilia del
factor transformante beta (TGF-B), tienen un papel importante en los procesos de
embriogénesis, organogénesis proliferacion y diferenciacion celular. Su importancia en la
regeneracion 6sea se debe a sus funciones osteogénicas asi como la capacidad de
estimular la diferenciaciéon de osteoblastos y osteoclastos, ademas de ayudar a mantener
la masa 6sea.?’

2) PDGF. Es sintetizado por monocitos, macréfagos, células endoteliales y plaquetas.
Dentro de sus funciones se encuentra la quimiotaxis de fibroblastos, monocitos y células
mesenquimales, estimula la replicacion celular e incrementa la secrecion del factor de
crecimiento similar a insulina 1 (IGF-1) por parte de los osteoblastos y células
mesenquimales. %

3) GM-CSF. Factor estimulante de colonias de Granulocitos y Macrofagos. Regula la
diferenciacion y maduracion de células troncales, hematopoyéticas y endoteliales.
Ademas ayuda a promover la angiogénesis. %

4) TGF. Dentro de los TGF, se encuentra el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), sintetizado por osteoblastos, condrocitos y principalmente por plaquetas. Este
factor afecta la modulacién de la diferenciacion histica en el proceso de reparacion de
fracturas; durante las etapas iniciales se asocia con la proliferacién de tejido periostal.



Otras de las funciones que se le han atribuido al TGF-B es incrementar la proliferacion
celular, estimular la produccion de colagena y con ello estimular la sintesis de matriz
extracelular y a su vez inhibir la degeneracién.®

5) IGF. Factor analogo a la insulina. Secretado por higado y osteoblastos. Su funcién es
estimular la accién y proliferacion de osteoblastos ademas de la sintesis de colagena. '

6) VEGF. El factor de crecimiento endotelial vascular promueve y regula la proliferacion y
migracion de células endoteliales. En cultivo celulares se ha demostrado su capacidad de
induccién de la migracion y proliferacion de preosteoblastos y en etapas tempranas de la
formacidn 6ésea promueve la diferenciacion de osteoblastos. *

3.3.2 Péptidos.

Los péptidos son cadenas cortas de aminoacidos, la unidad basica de las proteinas.
Moléculas senalizadoras con funciones que afectan la regulacién de diversos procesos
como la vasopresina en respuesta a la hipotensiéon, o la oxitocina para estimular la
secrecion de leche durante la lactancia, entre muchos otros procesos.®" 3> No poseen
estructuras tridimensionales como las proteinas y sus funciones pueden ser estimular,
regular o inhibir procesos bioldgicos y transmitir informacion a varios tejidos. %'
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Fig.3) Secuencia de aminoacidos en una cadena polipeptidica para codificar péptidos o proteinas. Imagen tomada del sitio
web del National Human Genome Research Institute.

Se han aprobado aproximadamente 60 péptidos por parte de la FDA, y existen otros 600
que estan bajo investigaciones y pruebas clinicas.®®* Se pueden sintetizar en grandes
cantidades y a bajo costo, en comparacion con la sintesis de proteinas, por medio de la



técnica Sintesis de Péptidos en Fase Sdlida (SPPS) que permite introducir aminoacidos
no nativos y modificaciones post-traduccionales (PTMs) de forma regular, con esta

tecnologia se ha podido extender la vida media y aumentar la solubilidad de los péptidos.
33,34

Los péptidos sintéticos (PS) se pueden clasificar de acuerdo a su relacién con los
péptidos nativos (NP):

1. Analogos. Son modificaciones o sustituciones de NP, cuyas propiedades
farmacologicas han sido mejoradas.

2. Nativos. Contienen las mismas secuencias que los NP.

3. Heterologos. Se descubrieron de bibliotecas sintéticas

El uso de PS proporciona grandes ventajas para los tratamientos puesto que tienen una
alta eficacia en humanos, son menos inmunogénicos que proteinas y anticuerpos
recombinantes, ademas de que sus productos al degradarse se transforman en
aminoacidos reduciendo los riesgos de toxicidad ya que muy pocos péptidos se acumulan
en tejidos. *

Su aplicacion en la regeneracién de tejidos es en combinacion con andamios y moléculas
bioactivas para inducir procesos y comportamientos celulares. Pueden modificar las
propiedades del andamio mejorando la adhesion, proliferacion, migracion y diferenciacion
celular.

3.3.3 Proteinas de Cemento.

El cemento es un tejido conectivo duro y avascular que se encuentra en zonas radiculares
de los dientes, cuya funcion es anclar las fibras del ligamento periodontal al diente,
ademas de ayudar a soportar y distribuir cargas masticatorias. Se compone de una parte
mineral, aproximadamente el 50%, de hidroxiapatita y una matriz organica de colagena
tipo | en un 90%, vy tipo Il en menor cantidad.

Existen dos tipos de cemento que son el cemento celular y acelular. Asi también existen
dos tipos de proteinas especificas de cemento.

I. CEMP 1 (Proteina de cemento 1).

Es una proteina compuesta por 247 aminoacidos cuya localizacién se encuentra en el
cromosoma 16p13.3. Se expresa en cementoblastos, células del ligamento periodontal y
células de vasos sanguineos en el periodonto. Funciona como regulador de la
mineralizacion por su capacidad de adhesién y diferenciacion celular asi como nucleacion
de cristales de HA en estudios in vitro. Su sobreexpresién disminuye la expresion de la
proteina de la proteina CAP y de marcadores reguladores como Runx2 y osteocalcina en
células del LP. 33.35.37.3%.



Il. HACD1/CAP (Hidroxiacil coenzima A deshidratasa 1/Proteina de unién al
cemento.

Fue la primer proteina especifica del cemento radicular humano que se identifico y se
aisld; se considera una isoforma de la proteina HACD1 (3-hidroxiacil-CoA-deshidratasa1)
que se expresa en musculo cardiaco, esquelético en etapas postnatales y células del
foliculo dental. La localizacion cromosomica del gen que codifica a CAP es en 10p13.14.
Formada por una serie de 140 aminoacidos, de los cuales 125 se consideran como
residuos y corresponden a su porcién N-terminal que es idéntica a la de la proteina
HACD1 33, 35, 36

Secuencia de aminoacidos de la proteina HACD1/CAP.

MGRLTEAAAA GSGSRAAGWA GSPPTLLPLS | PTSPRCAATM | ASSDEDGTNG
GASEAGEDRE | APGERRRLGV | LATAWLTFYD | IAMTAGWLVL | AIAMVRFYME
KGTHRGLYKS IQKTLKFFQT FALLEVSFPS CCFSIAVIFM

HACD1 (288 AA) Isoforma HACD1/CAP (140 AA)

IVHCLIGIVPT VSFPSCCFSIAVIFM

Tabla2. Porcién N-terminal. Donde se elimina la secuencia de la proteina HACD1 y se sustituye por la
secuencia especifica de CAP de 15 AA.

Es una proteina con un peso molecular de 54/67kDa y punto isoeléctrico de 7.78, derivada
del splicing alternativo de sustituir la secuencia de aminoacidos (IVHCLIGIVPT) de la
porciébn N-Terminal que es idéntica a HACD1, por los 15 aminoacidos
(VSFPSCCFSIAVIFM) de la secuencia especifica de CAP. Su funciéon es inducir la
nucleacién, regular y direccionar el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita. También
regula la diferenciacion desarrollo adhesién y migracion de células del cemento radicular
asi como ceélulas del ligamento periodontal y hueso alveolar hacia la superficie radicular.
Promueve la adhesién y diferenciacion de células del foliculo dental. Aumenta la actividad
enzimatica de ALP, y la expresidon de proteinas involucradas en el proceso de
mineralizacién.3* 3¢ 37

a. CAPp5

Se han desarrollado PS derivados de las proteinas del cemento que tienen una actividad
bioldgica en la biomineralizacion. Uno de ellos es el HACD1/CAPp5, que también posee la
zcapacidad de inhibir la nucleacion y crecimiento de cristales minerales. 33 %



CAPp5, es un péptido acido e hidrofébico con un punto isoeléctrico de 5.48 y peso
molecular de 1.65kDa. De los 15 aminoacidos sustituidos en la porcion N-terminal
(VSFPSCCFSIAVIFM); 10 se consideran hidrofébicos y 5 hidrofilicos. Es capaz de
mimetizar algunas funciones de la proteina completa, por ejemplo su afinidad y promocién
de cristales de hidroxiapatita. Se ha demostrado que promueve la neoformacion de tejido
0seo en defectos criticos en calvaria de ratas.3 3



Capitulo Il Marco Metodolégico

2.1 Planteamiento del problema y justificacion.

En la actualidad, se han desarrollado diversas alternativas para mejorar la metodologia en
la terapéutica, incluyendo las caracteristicas y propiedades en los procedimientos ya
establecidos. Especificamente en el area médica y odontolégica, numerosas
investigaciones se han centrado en el desarrollo de biomateriales y en la busqueda de
nuevas biomoléculas para la regeneracion del hueso. El quitosano por ser un biomaterial
biodegradable con propiedades hemostaticas y antibacterianas que puede sintetizarse en
varias morfologias surge como un buen andamio para la regeneracion 6sea. Estudios
previos en el Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados (LBPTM), han
demostrado que péptidos biofuncionales derivados de las proteina CAP (HACD1/CAP)
tienen la capacidad de regular la formacion y crecimiento de cristales de hidroxiapatita e
inducir el proceso de biomineralizacién en estudios in vitro e in vivo; por lo cual, este
estudio permitira establecer las bases para un posible uso terapéutico de esta secuencia
peptidica combinada con andamios naturales en la regeneracion de tejidos mineralizados.

2.2 Pregunta de Investigacion.

¢ Puede el péptido derivado de CAPp5 en combinacién con un andamio de quitosano
promover la neoformacion de hueso en defectos de tamafo critico en calvarias de ratas?

2.3 Hipétesis.

El empleo del péptido derivado de CAPp5 en combinacién con un andamio de quitosano
promueve la formacion de hueso en un defecto de tamafo critico en calvaria de rata.

2.4 Objetivo General.

e Determinar si el péptido CAPp5 en un andamio de quitosano promueve la formacién de
hueso en un defecto de tamafio critico en calvaria de rata.

2.5 Objetivos especificos.

e Sintetizar un andamio a partir de quitosano de uso biomédico.

e Realizar el defecto 6seo de tamafo critico en calvaria de ratas.

e Evaluar mediante analisis histologico si el péptido CAPp5 promueve la formacion de
hueso en un defecto de tamafo critico en calvaria de rata.



2.6 Universo o muestra.

Los procedimientos, especificaciones técnicas, empleo y cuidado de animales de
laboratorio se realizaron de acuerdo a los lineamientos de la norma oficial mexicana
NOM-062-Z00-1999, y cuenta con la aprobacion del Comité Interno para el Cuidado y
Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Odontologia
(CICUAL-FO-M001-0011-2021).

Se utilizaron de la cepa Wistar, ratas macho de 18 semanas (~250 d de peso), obtenidos
del bioterio de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autdnoma de México
(UNAM)

Las ratas que se seleccionaron para la investigacion se dividieron, aleatoriamente, en dos
grupos de 3 animales cada uno:

1. Grupo Control 1: Se realizé el defecto de tamafo critico de 9mm de diametro +
Quitosan + Satin).

2. Grupo experimental: se realizd un defecto de tamano critico de 9mm diametro +
Quitosano + 20 ug CAPp5 + Satin).

2.6.1 Sintesis del péptido CAPp5

La sintesis del péptido bioactivo derivado de la proteina CAP se llevé a cabo a partir de la
técnica de Sheppard para la sintesis de péptidos en fase sélida (Fmoc), el grado de
pureza (>90%) se determind a partir de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC);
dicha sintesis se solicitd a la casa comercial NEP (New England Peptide).

2.6.2 Caracterizacion de andamios.

Se prepar6 una solucion de quitosano al 1% (p/v) en acido acético al 1% (v/v) y se filtro
por una membrana de 0.22 um. De esta solucion, se deposité una cantidad en cajas de 46
pozos y se congelaron a -20°C. Posteriormente se liofilizaron los discos formados. En una
campana de flujo laminar, y con ayuda de un sacabocado se obtuvieron los andamios de 9
mm de diametro.

Se dividieron los discos en dos grupos: 1) grupo control sin péptido y, 2) grupo
experimental al cual se le colocaron 20 ug de péptido CAPp5. Los andamios con el
péptido se desecaron en una camara de vacio a temperatura ambiente.

2.6.3 Cirugia en ratas Wistar.

Procedimiento quirurgico de 6 ratas Wistar macho de 18 semanas de edad, con un peso
entre 250 y 300 g, (las ratas se dividieron aleatoriamente en 2 grupos ya mencionados al
inicio de la metodologia).



Preparacion preoperatoria:
Se esterilizo el material requerido en autoclave y se realizé la desinfeccion del campo.
Instrumental y materiales

» Mepivacaina 2% con « Satin hemostatico absorbible

epinefrina 1:100 000
* Carpule

* Aguja 27 G
* Legra de Molt

* PBS (Phosphate Buffered Saline)
* Motor quirurgico (NSK®)

* Yodopovidona o
» Contrangulo para motor quirurgico

* Sutura de acido poliglicélico 4-0
* Trefina de 9 mm de diametro

«Jeringa de 20 mL y aguja hipodérmica .
21G * Cincel

. Gasas estériles * Pinzas de Adson sin dientes

« Mango de bisturi # 3 * Portagujas

* Hoja de bisturi # 15 * Tijeras para corte de sutura

Se indujo la sedacidn utilizando Ketamina (80 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg), ambas por via
intramuscular; se realizd tricotomia de la zona quirdrgica y antisepsia de rutina con
yodopovidona; posteriormente, se aplico6 0.5 mL de anestesia en la zona quirlrgica
(Mepivacaina al 2% con epinefrina 1:100000).

Procedimiento quirdrgico:

1. Se realizé una incision lineal de 3 cm a través de la piel y el periostio de la calvaria
hasta que se expuso el vértice craneal.

2. Se retrajeron tejidos blandos y periostio para obtener una exposicion quirdrgica dsea
con buena visibilidad durante la trefinacion de la calvaria.

3. Se cred el defecto 6seo critico usando de una trefina con un diametro de 9 mm de
didmetro montada en un motor para implantes a 4,000 rpm irrigando constantemente con
solucion amortiguadora de fosfatos estéril (PBS) para remover detritos.

4. Se realiz6 el clivaje 6seo con ayuda de un cincel, teniendo cuidado para no danar la
duramadre y se lavo la zona con PBS para la remocion de detritos.



5. Se colocaron los andamios previamente confeccionados; para el grupo control un
andamio de quitosano y para el grupo experimental un andamio de quitosan mas 20ug del
péptido CAPp5. Evitando ejercer presion excesiva en el sitio del defecto.

6. Se realizaron puntos continuos para suturar con acido poliglicélico 4-0.

7. Cuando finalizé la cirugia, se limpi6 la cabeza con PBS para eliminar restos de sangre.
Se ftransfiri6 a cada una de las ratas a una incubadora calentada con oxigeno
suplementario, se mantuvieron en observacion y se transfirieron a jaulas de cria normales
(alimentacion con ad libitum) hasta la eutanasia.

Eutanasia

Al término del periodo de 4 meses, los animales se sacrificaron con una exposicién
prolongada de CO,, hasta llegar al paro respiratorio.

Se realizd la osteotomia de la calvaria en la zona del defecto con una pieza de rotacion e
irrigacion constante de H,O dd esteril. Se realiz6 el corte en la periferia del defecto con un
margen de 10mm. Se tomd la muestra, se lavo y se fijo con paraformaldehido al 10%
durante 24 horas.



Capitulo lll. Resultados y analisis de la informacién obtenida.

3.1 Resultados.

Después de 4 meses de haber realizado el defecto 6seo (9mm), en la calvaria de ratas
Wistar, se sacrificaron los animales mediante inhalacion de CO,, hasta llegar al paro
cardiorrespiratorio; se tomé la muestra de la calvaria y se fijé6 en formol amortiguado al
10% y acido nitrico al 5% durante 60 horas. Posteriormente se tifieron las laminillas con
tincién Tricromica de Masson para obtener los resultados de la regeneracion 6sea, con
un estudio histomorfométrico y un analisis estadistico, la cantidad de hueso regenerado y
sus caracteristicas; cuerpos celulares (osteoblastos, osteocitos, osteoclastos), osteonas,
tejido conectivo, vascularizacion y matriz osteoide.

Para realizar la histomorfometria se realizaron microfotografias a las laminillas tefiidas con
la técnica Tricromica de Masson que se procesaron con el software Zen Lite (Carl Zeiss)
para calcular las zonas de neoformacion ésea.

Histolégicamente para el grupo control: Andamio de quitosan + Satin (Fig. 3), en los
resultados del estudio al observarse las laminillas, no se encontraron restos del andamio
de quitosano lo que significa que se obtuvo una degradaciéon completa del andamio dando
lugar a la formacion de fibras de colagena tipo | que se pueden observar en gran parte del
total de la muestra junto con la presencia de vasos sanguineos y tejido conectivo.



Grupo Quitosano + Satin a los 4 meses.

Fig 3. Fotomicrografias (10x) de la reconstruccién panoramica de calvaria de rata del grupo control Quitosano
+ Satin. A) Se observa tefiidas de color azul la presencia de una gran cantidad de fibras de colagena
posiblemente de tipo | (FC) dispuestas de forma irregular y vasos sanguineos (VS). B) Se observa como un
tejido conjuntivo muy vascularizado y muy pocas FC. C) Se puede distinguir una mayor presencia de FC en
diferentes disposiciones, las fibras de la parte superior se encuentran mas organizadas qué las fibras de la
region inferior, y también se siguen observando una gran cantidad de VS. D) Se observa un tejido con una
mayor cantidad de FC con una disposicion mas homogénea y la presencia de vasos sanguineos en gran
cantidad.



En los resultados del grupo experimental: Andamio con Quitosano + 20 ug Péptido CAPp5
+ Satin (Fig.4), se observan componentes celulares propios del tejido 6seo en la zona del
defecto. Bordes bien delimitados de matriz 6sea mineralizada, presencia de osteocitos,
osteoblastos, vasos sanguineos y tejido conectivo. Esto indica que el biomaterial quitosan
utilizado como andamio, se reabsorbié con mayor rapidez y adecuadamente sin provocar
procesos inflamatorios durante su degradacion permitiendo la formacién de nuevo tejido
0seo, la rapidez de biomineralizacion de la matriz 6sea se puede atribuir al efecto del
péptido CAPp5

Grupo Quitosano + CAPy; + Satin
alos 4 meses.

Fig 4. Microfotografias (10x) de la reconstrucciéon panoramica de calvaria de rata del grupo experimental

Quitosano + 20 ug Péptido CAPp5 + Satin. A) Borde del defecto bien delimitado con presencia de



osteoblastos (Ob) y fibras colagena posiblemente de tipo | tefiidas de color azul. También se observan
osteocitos (Oc) dispuestos en todo el tejido con zonas mineralizadas de coloraciéon roja y marron y la
presencia de conductos de resorcion (RC), que albergan vasos sanguineos e indican un proceso de
remodelado 6seo activo. En la parte superior del tejido se observan FC con orientacion transversal de aspecto
laminillar (L) . B) Se aprecian una mayor cantidad de FC muy bien organizadas en forma laminillar (L),
elementos celulares como osteocitos presentes en la mayoria de regiones del tejido y posiblemente un
conducto de Havers (CH) por la disposicin de los osteocitos a laminillas de matriz ésea a su alrededor. C) Se
observa el centro del defecto 6seo qué presenta un tejido con una elevada mineralizacién en la mayoria de su
superficie lo que le da una coloracion roja generalizada. Cuenta con Oc, HC, FC de forma laminillar (L) y VS.
D) Cerca del borde del defecto se observa una gran cantidad de Oc y también dentro de sus lagunas
dispuestos en gran parte de la superficie del tejido, las FC se observan en diferente disposicion, las fibras en
los extremos superior e inferior se observan mas organizadas y por su diferencia de tonalidad se puede
deducir qué estan en diferentes etapas de mineralizacion, se observan VS en el centro del tejido por lo que se
puede considerar un tejido vivo.

Defectos a los 4

meses.
A Borde del defecto 3 l

Borde del defecto

Zona del defecto
Borde del defecto Borde del defecto

Zona del defecto

Fig. 5) Microfotografia (10x) de los cortes histolégicos de calvaria de rata tefiidos con Tricrémica de Masson.
A) grupo control: Andamio de Quitosano + Satin. B) grupo experimental: Andamio con Quitosano + 20 ug
Péptido CAPp5 + Satin.



3.2 Analisis Estadistico ( t-Student).

El analisis estadistico se realizd con el programa GraphPad PrismTM. En este analisis se
demostré una diferencia significativa del 100% del grupo experimental Andamio con
Quitosano + 20 ug Péptido CAPp5, respecto al grupo control Andamio de Quitosan +
Satin. Comprobando asi que el que hubo una neoformacion efectiva de tejido
mineralizado con el uso de andamios de quitosan funcionalizados con el péptido CAPp5.
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3.3 Discusion.

Debido a que el tejido 6seo es una forma especializada de tejido conectivo, tiene una
capacidad de regeneracion por lesiones debido a fracturas, enfermedades sistémicas o
infecciones. Sin embargo, cuando el dafio excede su capacidad regenerativa se requiere
el uso de terapias para restablecer su estructura y funcion. *#

Una de las técnicas de rehabilitacibn empleadas es la regeneracion 6sea donde se utilizan
injertos con capacidades osteogénicas, osteoinductivas y osteoconductivas por medio de
autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos. Se ha considerado una buena estrategia aunque
esta limitada a factores como el tamano del defecto vy del injerto, con riesgos de
transmisién de enfermedades zoondticas o virales, infecciones bacterianas o reacciones
inmunoldgicas. 17

Es por ello que se han buscado otras alternativas como la ingenieria tisular ésea que se
debe considerar como una técnica de relevancia, ya que su objetivo principal es restaurar
o sustituir la funcion de los tejidos dafados, por medio células troncales, andamios y
biomoléculas. Ademas de reducir los riesgos y limitaciones asociados a los injertos
empleados en la regeneracion Osea, la ingenieria de tejidos aumenta la viabilidad y
cantidad de biomateriales para la regeneracion y neoformacion de tejido éseo. '°

Debido a los avances tecnolégicos, la investigaciéon de cada elemento de la ingenieria
tisular se ha seguido desarrollando para poder usarlos en conjunto. Las células troncales
se han investigado desde finales del S. XX; son las células troncales adultas las que se
emplean en la ingenieria de tejidos y provienen de la médula ésea principalmente, aunque
se requieren cultivos celulares para su manipulacion.™®

En cuanto a los andamios, las caracteristicas que deben de tener son una superficie
grande con una estructura tridimensional, con alta porosidad para permitir la difusion de
nutrientes y vascularizaciéon, deben ser biocompatibles con caracteristicas fisicas y
mecanicas muy similares a las del tejido a reparar ya que su funcion es permitir la
adhesion, diferenciacion y migracion celular para poder formar tejidos funcionales, y cuyos
productos de degradacién no sean toxicos para no generar una respuesta inflamatoria .
Estos andamios se pueden fabricar de biomateriales sintéticos o naturales como el
quitosano, derivado de la quitina que es uno de los biopolimeros mas abundantes. Los
métodos de fabricacion son muy diversos por ello se debe tener en cuenta el tipo de tejido
y grado de dano para su seleccion; algunas de las técnicas de fabricacion son: hilado y
tejido de fibras, lixiviacion de particulas, espumado con gas, estereolitografia, hidrogeles y
bioprinting 3D. 181940

Dentro de las biomoléculas que se utilizan en la ingenieria tisular para fabricar andamios
biomiméticos podemos encontrar a los factores de crecimiento, que son proteinas que
pueden influir en el comportamiento y funcién celular, induciendo la proliferacién o
diferenciacion y asi inducir la regeneracion tisular. Algunos de los factores de crecimiento
involucrados en la formacion de tejido 6seo son las BMPs, TGF-B, FGF, VEGF; sin
embargo, su participacion en el proceso de regeneracién se ve limitado por su rapida



eliminacion y alta solubilidad. Una alternativa para el uso de estas proteinas son los
péptidos sintéticos puesto que pueden estimular, regular o inhibir procesos bioldgicos asi
como las proteinas pero con las ventajas de ser mas econdmicos en su produccion, son
menos inmunogeénicos Yy sus productos no son téxicos al degradarse; al combinarse con
los andamios pueden modificar su estructura para mejorar procesos de adhesion,
proliferacion, migracion y diferenciacion celular. 2% 1%:33

En la busqueda de la mejor opcion en técnicas regenerativas se han realizado diversos
estudios con diferente materiales como andamios de PLGA combinados con péptidos
RGD. Este biopolimero sintético es favorable para su uso en ingenieria tisular, por sus
propiedades mecanicas, biocompatibilidad y biodegradacion; sin embargo, tiene ciertas
desventajas dependiendo del método de sintesis que se le dé al material en su proceso,
en algunos casos no se pueden descartar los riesgos de residuos metalicos o0 una
eliminacion incompleta de solvente al producir andamios, y con ello existe una
probabilidad de toxicidad para su uso biomédico. Los péptidos de secuencia RGD, por su
interaccion con integrinas y proteinas de la MEC, se relacionan con procesos de
migracion y proliferacion celular asi como de angiogénesis. La combinacién de PLGA con
péptidos RGD en la regeneracion 6sea tiene algunas desventajas como la poca
especificidad de éste péptido ya que puede interactuar con receptores celulares que no
estén involucrados en la regeneracion 6sea, ademas de que su administracion en el
andamio, sumado a factores como equilibrio hidrofébico/hidrofilico, peso molecular, y
cristalinidad propios del polimero, puede intervenir en la tasa de degradacion del PLGA
que pueden variar de 1 a 2 meses o incluso de 5 a 6 meses, haciendo de este material
variable y posiblemente impredecible. #': 42 4445

Por el lado de los polimeros naturales, se encuentra el alginato, extraido de algas
marinas, un biomaterial muy usado para la ingenieria tisular por sus caracteristicas de
biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad. Sin embargo, al ser de caracter
hidrofilico genera una baja adsorcién de proteinas lo que puede provocar que se
considere como un material que no genera adhesidon celular. En estudios in vivo,
realizados en el LBPTM, se ha reportado el uso de andamios de alginato combinado con
aminoéacidos (20 pg/ml de Acido Glutamico + 20 pg/ml de Fenilalanina) logrando un
porcentaje de regeneracion ésea del 75% . Mientras que la combinacion de quitosano con
una secuencia de 5 aminoacidos (AVIFM), en una concentracién de 20 pg, promueve la
regeneracion del 100% del defecto a las 16 semanas. 4

El quitosano por sus propiedades fisicoquimicas; alta porosidad, solubilidad en medios
acidos, sus probiedades de biocompatibilidad como su degradacion paralela al tiempo de
regeneracion, su no toxicidad y su capacidad de degradacién por lisozimas
gastrointestinales y bacterias del colon, lo hace un material muy versatil para la sintesis de
diferentes tipos de andamios como hidrogeles o nanofibras, ya que el quitosano con un
grado de desacetilacién cercano al 100% tiene una alta tasa de degradacion y afinidad de
adhesion celular, ademas de tener una mayor biocompatibilidad celular. 4 45 50-52



Al ser el un biopolimero policationico podria generar interacciones hidrofébicas con
biomoléculas apolares como lo es el péptido CAPp5, actuando como un vehiculo que
genera la liberacion prolongada de esta biomolécula, aunado a la capacidad de CAPp5 de
mimetizar funciones de la proteina completa, como afinidad y promocion de cristales de
hidroxiapatita y a demas promueven la neoformacion controlada de tejido 6seo en
defectos criticos en calvaria de rata.®*3° 50-52



3.4 Conclusiones.

Con base en los datos obtenidos a partir la observacion de las microfotografias de las
laminillas y el analisis estadistico, se puede determinar que el grupo experimental de
Quitosano + Péptido CAPp5, tuvo mejores resultados para la neoformacion ésea ya que
en los 4 meses que durd el estudio, se logré formar nuevo tejido 6seo con las
caracteristicas adecuadas por los elementos celulares (osteocitos y osteoblastos), con la
observacion histolégica se podria considerar un tejido vivo por la presencia de vasos
sanguineos en cantidad suficiente para tener una buena irrigacion.

El efecto del péptido CAPp5 en los defectos de tamafo critico generd las condiciones
adecuadas para la neoformacién de matriz 6sea y la aceleracién de su mineralizacion.
Sin embargo, en ambos grupos se alcanzo la degradaciéon completa de los andamios de
quitosan sin presencia de respuesta inflamatoria a sus productos de degradacion.

Estos resultados nos indican que los andamios de quitosan combinados con el péptido
CAPp5 empleados en defectos de tamafio critico en calvarias de rata promueven la
neoformacién de hueso.



Referencias bibliograficas.

1. Caddeo, S., Boffito, M., & Sartori, S. (2017). Tissue Engineering Approaches in the
Design of Healthy and Pathological In Vitro Tissue Models. Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology, 5. doi:10.3389/fbioe.2017.00040

2. Khademhosseini, A., & Langer, R. (2016). A decade of progress in tissue engineering.
Nature Protocols, 11(10), 1775-1781. doi:10.1038/nprot.2016.123

3. Brliel Annemarie, Christensen Erik, Qvortrup Klaus, Tranum/Jensen Jorgen, Geneser
Finn. Genesser Histologia. 4ta edicidon. México, D. F, Editorial Médica Panamericana
(2014): 261-272, 274-281.

4. Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil |, Alobera Gracia MA, del Canto Pingarrén M,
Blanco Jerez L. Physiological bases of bone regeneration |. Histology and physiology of
bone tissue. Med Oral Patol Oral Cir Bucal 2006;11:E47-51

5. Levasseur. R, Fisiologia del tejido 6seo. EMC - Aparato Locomotor. 2019;52(2):1-25.

6. Heng, Boon & Bai, Yunyang & Li, Xiaochan & Meng, Yanze & Lu, Yanhui & Zhang,
Xuehui & Deng, Xuliang. The bioelectrical properties of bone tissue. Animal models and
experimental medicine. 2023;00:1-11. doi:10.1002/ame2.12300

7. Xinyu Song, Ling Xu, Wenjie Zhang, Biomimetic synthesis and optimization of
extracellular vesicles for bone regeneration, Journal of Controlled Release.
2023;355:18-41. https://.doi.org/10.1016/j.jconrel.2023.01.057

8. Michael H. Ross, Wojciech Pawlina. Histologia Texto y Atlas, Correlacion con biologia
molecular y celular. 7a edicion. Barcelona, Espafia. Wolters Kluwer. 2016; 233-264

9. Histologia del hueso y cartilago y su relacion con la colocacién de implantes. Ana Lucia
Martinez Leyton. Diciembre 2006. México D. F.

10. Lecuona Rodriguez Miguel A., Guerrero Alvarez Alejandra, Zarco Ordénez Karla.
Notas de histologia. 3A Edicion. Facultad de Medicina.

11. Almaguer Flores Argelia, Villagdmez Olea José Guillermo. Ecologia Oral. 1a edicion.
México, Ciudad de México. Manual Moderno (2018): 38-41, 48.

12. Ronner Peter. Netter Bioquimica esencial. 1 ed. Elsevier. (2019): 353-377.

13. CD. Gonzalo Montoya Ayala. Tesis: La proteina recombinante de adhesion del
cemento radicular (hrCAP) induce la diferenciacion de células troncales derivadas del
ligamento periodontal humano y regula el proceso de mineralizacion in vitro. 2011

14. Martinez Alvarez O, Barone A, Covani U, Fernandez Ruiz A, Jiménez Guerra A,
Monsalve Guil L, Velasco Ortega E. Injertos éseos y biomateriales en implantologia oral.
2018; 34(2):111-119.



15. Curberlo Sofia, Meneses Romina, Pereira-Prado Vanesa, Tapia Gabriel. Regeneracion
0sea como un ejemplo de ingenieria tisular en odontologia, con énfasis en el desarrollo de
los andamios. Odontoestomatologia. Vol XXII - N°36/Julio - Diciembre 2020. 74-86.

16. Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil |, Alobera Gracia MA, del Canto Pingarréon M,
Blanco Jerez L. Physiological bases of bone regeneration Il. The remodeling procesos.
Med Oral Patol Oral Cir Bucal 2006;11:E151-7

17. Taty Diaz, J.M Pérez Sanchez, J. Ribera Zabalbeascoa, J.A Cordero Fernandez,
M.Mella Sousa. Sustitutos 6seos. Rev.S.And.Traum.y Ort., 2008;26(1/2):2-13.

18. Marta Miranda Maribel, Vazquez Zapién Gustavo J, Sanchez Monroy Virginia.
Generalidades y aplicaciones de las células madre. Perinatologia y reproducciéon humana.
Vol. 27. Num. 3. Mayo 2012.194/199.

19. Sabino Marcos A, Loaiza Marielys, Dernowsek Janaina, Rezende Rodrigo, Da Silva
Jorge. Técnicas para la fabricacibn de andamios poliméricos con aplicaciones en
ingenieria de tejidos. Rev LatinAM. Metal. Mat. 2017;37(2):8-25.

20. Serrato Ochoa Deyanira, Nieto Aguilar enato, Aguilera Méndez Asdrubal.Ingenieria de
tejidos. Una ueva disciplina en medicina regenerativa. Investigacieiln y ciencia de la
Universidad Autbnoma de Aguascalientes. 2015 : 64;61-69.

21. Rafael Santiago |, Beltran Condenzo T, Aguirre Morales A. Uso de células madre
mesenquimales para la regeneracion 6sea guiada en el ambito odontoldgico: una revision.
KIRU. 2021;18(3):187-193.

22. Ahmed Shakeel, lkram Saiqa. Chitosan based scaffolds and their applications in
wound healing.Achievements in the life sciences. 2016;10:27-37.

23. Romero Serrano Alied, Pereira Juan. Review. Chitosan, a verasatil biomaterial. State
of The art from its obtaining to its multiple applications. Revista ingenieria UC.
2020;27(2):118-135.

24. Giraldo Pedraza, Juan. (2015). Propiedades, obtencion, caracterizacién y aplicaciones
del Quitosano. 10.13140/RG.2.1.3350.9287.

25. Arévalo Bernabé Angel Guillermo, Juarez Giménez Juan Carlos, Lalueza Broto Pilar,
Gorgas Torner Maria Queralt. Hemostaticos tdpicos, revisién y sistematizacion. 2019.
Disponible en:
https://gruposdetrabajo.sefh.es/gps/images/stories/publicaciones/PAM_2020_435 860-86
5 -Hemostaticos-topicos.pdf

26. Romero Crespo |, Mora Herrera C, Quirante Cremades A, Lépez Sanchez P, Gaspar
Carreio M, Achau Mufoz R. Agentes hemostaticos tépicos de uso quirdrgico. Rev.
OFIL-ILAPHAR 2021; 31(1):79-98. DOI:
http://dx.doi.org/10.4321/S1699-714X20210001000016


https://gruposdetrabajo.sefh.es/gps/images/stories/publicaciones/PAM_2020_435_860-865_-Hemostaticos-topicos.pdf
https://gruposdetrabajo.sefh.es/gps/images/stories/publicaciones/PAM_2020_435_860-865_-Hemostaticos-topicos.pdf
http://dx.doi.org/10.4321/S1699-714X20210001000016

27. Zhu Liwei., Liu Yuzhe, Wang Ao, Zhu Zhengging, Li Youbin, Zhu Chenyi, Che Zhnejia,
Liu Tengyue, Liu He, Huang Lanfeng. Applications of BMP in Bone Tissue Engineering.
Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. 2022:10;1-25.

28. Filipowska., J., Tomaszewski, K. A., Niedzwiedzki., L., Walocha, J. A, & Niedzwiedzki,
T. The role of vasculature in bone development, regeneration, ad proper systemic
functioning. Angiogenesis 2017;20(3):291-302.

29. Definicion de GM-CSF-Diccionario de cancer del NCI-NCI
cancer.gov/espanol/publicaciones/diccionarios/diccionario-cancer/def/gm-csf

30. Bravo B, Fernandez de Castro, L. Buen dia, |. Santos, X. Gortazar A. El factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el fragmento N-terminal de la proteina
relacionada con la parathormona (PTHrP) regulan la proliferacion de células madre
mesenquimales humanas. Revista de Osteoporosis y Metabolismo Mineral.
2017:9(1):5-12.

31. Mckee Trudy, Mckee James R. Bioquimica: Las bases moleculares de la vida. 4ta
edicion. México, CDMX. Editorial MC Graw-Hill / Interamericana de México. (2014):
139-140.

32. National Human Genome Research Institute.
(https://www.genome.gov/es/genetics-glossary/Peptido).

33. Bermudez am, Hoz L, Montoya G, nidome M, Pérez- Soria A, Romo E, Soto-Barreras
U, et al. Bioactive synthetic peptides for oral tissues regeneration. Frontiers in materials.23
April 2021

34. CD. Gonzalo Montoya Ayala. Tesis: Estudio de cristales inducidos con el Péptido de la
proteina de adhesion al cemento radicular (CAP) en un sistema libre de células ".

35. Ureiro Cueto Guadalupe del Carmen. Papel de un péptido derivado de la proteina de
adhesion del cemento radicular (HACD1/CAP) en la funcionalizacion de superficies de
titanio y 6xido de titanio. 2020

36. Sosa Serrano Ali Israel. Efecto de un péptido sintético bioactivo derivado de la
proteina de adhesion del cemento radicular (HACD1/CAP) En un modelo de lesion de
médula espinal en ratas. 2020.

37. Barrios Lopez Kevin. Papel de un péptido derivado de la proteina de adhesion del
cemento radicular (HACD1/CAP) en la formacion y crecimiento de oxalato de calcio e
hidroxiapatita. 2018.



38. Gonzalez Alva Patricia, Gomez Plata Eduardo, Arzate Higinio. Localizacion de las
proteinas especificas del cemento radicular CEMP1 y CAP en células neoplasicas.
Journal of Oral Research. 2013; 2(1): 11-17.

39. Hernandez Cortés Sinai. Péptido derivado de CAP para el tratamiento de la
osteoporosis en un modelo animal. 2016.

40. Berthiaume F, Maguire TJ, Yarmush ML, Tissue engineering and regenerative
medicine:history, progresos, and challenges. Annu Rev Chem Biomol Eng.
2011;2:403-430.

41. Bellis, S. L. (2011). Advantages of RGD peptides for directing cell association with
biomaterials. Biomaterials, 32(18), 4205-4210. doi:10.1016/j.biomaterials.2011.02.029
10.1016/j.biomaterials.2011.02.029

42. Giuliani, A., Mazzoni, S., Manescu, A., & Tromba, G. (2019). Interactions between
tissues, cells, and biomaterials: an advanced evaluation by synchrotron radiation-based
high-resolution  tomography.  Materials for  Biomedical Engineering, 1-34.
doi:10.1016/b978-0-12-816901-8.00001-8

43. Lordache, F. (2019). Bioprinted scaffolds. Materials for Biomedical Engineering, 35-60.
doi:10.1016/b978-0-12-816901-8.00002-x

44. Benatti, A. C. B., Pattaro, A. F., Rodrigues, A. A., Xavier, M. V., Kaasi, A., Barbosa, M.
I. R., ... Kharmandayan, P. (2019). Bioreabsorbable polymers for tissue engineering: PLA,
PGA, and their copolymers. Materials for Biomedical Engineering, 83-116.
doi:10.1016/b978-0-12-816901-8.00004-3

45. Ahmad, H., Arya, A., Agrawal, S., & Dwivedi, A. K. (2019). PLGA scaffolds: building
blocks for new age therapeutics. Materials for Biomedical Engineering, 155-201.
doi:10.1016/b978-0-12-816901-8.00006-7

46. Valarezo Ulloa Maria José. Estudio de la degradacion del poli
(acido-I-lactico-co-glicélico), para la dosificacion de Everolimus en medio dinamico. 2015.

47. Mollah MZI, Zahid HM, Mahl Z, Faruque MRI, Khandaker Mu. The usages and
potential uses of alginate for healthcare applications. Front.Mol Biosci. 2021; 8(719972):
1-12. doi: 10.3389/fmolb.2021.719972

48. Neve MI, Moroni |, Barrias CC. Modulating alginate hydrogels for improved biological
performance as cellular 3D microenvironments. Front. Bioeng. Biotechnol. 2020; 8 (665):
1-16. doi: 10.3389/fbioe.2020.00665.

49. Scherling Ocampo Astrid Lucero. Andamios funcionalizados con aminoacidos como
medios inductores de la regeneracion 6sea. 2020.



50. Batista, R. A., Otoni, C. G., & Espitia, P. J. P. (2019). Fundamentals of chitosan-based
hydrogels: elaboration and characterization techniques. Materials for Biomedical
Engineering, 61-81. doi:10.1016/b978-0-12-816901-8.00003-1

51. Qasim, S. B., Husain, S., Huang, Y., Pogorielov, M., Deineka, V., Lyndin, M., ...
Rehman, I. U. (2017). In- vitro and in -vivo degradation studies of freeze gelated porous
chitosan composite scaffolds for tissue engineering applications. Polymer Degradation and
Stability, 136, 31-38. doi:10.1016/j.polymdegradstab.2016.11.018

52. Kim Y, Zharkinbekov Z, Raziyeva K, Tabyldiyeva L, Berikova K, Zhumagul D, et al.
Chitosan-Based Biomaterials for Tissue Regeneration. Pharmaceutics [Internet]
2023;15(3):807. Disponible en: http://dx.doi.org/10.3390/pharmaceutics 15030807


http://dx.doi.org/10.3390/pharmaceutics15030807

	Sin título

