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3D Tridimensional
2D Bidimensional
U.V Ultravioleta
MEC Membrana extracelular
GAG Glicosaminoglicanos
mm Milímetros
μm Micrómetros
μL Microlitros
FGH Fibroblastos Gingivales Humanos
CE Células Epiteliales
MTT Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
DMSO Dimetilsulfóxido
H&E Hematoxilina y Eosina
SEM Microscopía electrónica de Barrido
OsO4 Tetróxido de Osmio
PI Yoduro de propidio
ATE Tridecil polietoxietanol
RAS-ATE hinchamiento alcalino reversible
Tritón
X-100

t-octil fenoxi polietoxietanol

DNasa/RN
asa

Nucleasas

RHOE Modelo epitelial oral humano reconstruido
LDH Lactato hidrogenasa
CO₂ Dióxido de carbono
°C Grados celsius
DMEM Medio Eagle modificado de Dulbecco
SFB Suero fetal bovino
PBS Buffer de fosfato salino
ADN Ácido desoxi borrunicelo
MTT Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
TAB Tendón de aquiles bovino



Resumen
Introducción: La ingeniería de tejidos se ha expandido en el área de biomateriales con el

fin de generar, reparar y estudiar los procesos celulares y moleculares mediante modelos

3D in vitro , donde se busca imitar la mucosa bucal al contar con una membrana de

matriz extracelular y células gingivales a partir de cultivos primarios. Objetivo: Evaluar

un modelo 3D in vitro en andamios de pericardio bovino utilizando células de Fibroblastos

Gingivales Humanos y Queratinocitos a partir de cultivos primarios para uso en

investigación de biomateriales en odontología. Metodología: Se cultivaron tres diferentes

modelos 3D in vitro utilizando andamios de pericardio bovino utilizando células de FGH y

Ce donde se caracterizaron los andamios mediante SEM. Se realizó inmunohistoquímica

de los cultivos primarios de FGH utilizando el inmunomarcador vimentina y AE1/AE3 y

Ki67 para CE. Posteriormente se caracterizaron los modelos 3D a los días 3, 5 y 8, con

tinción de hematoxilina y eosina, propidio de yoduro, microscopía electrónica de barrido y

microscopía óptica y finalmente se observó la viabilidad celular mediante MTT.

Resultados: La caracterización mediante SEM de los andamios mostró una superficie

acelular de tipo seroso y fibroso con múltiples fibras de colágeno. Los cultivos primarios

de FGH y CE fueron positivos a los inmunomarcadores Vimentina, AE1/AE3 y Ki67. Se

obtuvieron tres grupos diferentes de modelos 3D los cuales estaban conformados de un

andamio pericardio bovino, FGH y CE encapsuladas en un hidrogel TAB a excepción del

grupo 3. Los modelos se caracterizaron con ensayo de yoduro de propidio mediante

microscopía confocal y microscopía óptica se observó el contenido y morfología celular de

ambos tipos celulares, se continuó con ensayo histológico H&E donde se presentó una

organización celular del Grupo 3 y mediante ensayo SEM se observó la adhesión celular

en la superficie de los andamios. Finalmente se obtuvo la viabilidad celular de los modelos

3D los días 3, 5 y 8; Grupo 1: .142± .04, Grupo 2: .155 ± .03, y Grupo 3: .762 ± .04.

Destacando mayor viabilidad celular del grupo 3 hasta el día 8. Conclusiones: el grupo

experimental del grupo 3 presentó una mayor viabilidad, organización, proliferación y

adhesión celular al no presentar células encapsuladas, en comparación al grupo 1 y grupo

2. Lo cual indica que estos modelos podrían ser utilizados para futuras investigaciones

con otros biomateriales.
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Abstract
Introduction: Tissue engineering has expanded in the area of ​​biomaterials in order to

generate, repair and study cellular and molecular processes using 3D in vitro models,

where the aim is to imitate the oral mucosa by having an extracellular matrix membrane

and gingival cells from primary cultures. Objective: To evaluate a 3D in vitro model in

bovine pericardium scaffolds using Human Gingival Fibroblasts and Keratinocytes cells

from primary cultures for use in biomaterials research in dentistry. Methodology: Three

different 3D in vitro models were cultured using bovine pericardium scaffolds using FGH

and Ce cells where the scaffolds were characterized by SEM. Immunohistochemistry of

the primary FGH cultures was performed using the immunomarker vimentin and AE1/AE3

and Ki67 for CE. Subsequently, the 3D models were characterized at days 3, 5 and 8, with

hematoxylin and eosin staining, propidium iodide, scanning electron microscopy and

optical microscopy and finally cell viability was observed by MTT. Results: SEM

characterization of the scaffolds showed an acellular serous and fibrous surface with

multiple collagen fibers. Primary cultures of FGH and CE were positive for the

immunomarkers Vimentin, AE1/AE3 and Ki67. Three different groups of 3D models were

obtained which were made up of a bovine pericardium scaffold, FGH and CE encapsulated

in a TAB hydrogel except for group 3. The models were characterized with a propidium

iodide assay by confocal microscopy and optical microscopy, the cellular content and

morphology of both cell types were observed, continued with a H&E histological assay

where a cellular organization of Group 3 was presented and by SEM assay the cellular

adhesion on the surface of the scaffolds was observed. Finally, the cell viability of the 3D

models was obtained on days 3, 5 and 8; Group 1: .142 ± .04, Group 2: .155 ± .03, and

Group 3: .762 ± .04. Highlighting greater cell viability in group 3 until day 8. Conclusions:
the experimental group of group 3 presented greater cell viability, organization,

proliferation and adhesion by not presenting encapsulated cells, compared to group 1 and

group 2. Which indicates that these models could be used for future research with

other biomaterials.
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1. Introducción
Hoy en día, la aplicación de la ingeniería de tejidos se ha extendido mucho en el área de

biomateriales debido a que algunos de sus objetivos son el generar o reparar tejidos

faltantes por medio de modelos tridimensionales (3D) (Neishabouri et al., 2022).

Por lo que se emplean biomateriales de origen artificial o natural, que deben ser

empleados en un lapso de tiempo determinado. Estos poseen la capacidad de

incrementar o sustituir parcial o total cualquier tipo de tejido, órgano o función del cuerpo

receptor (Marin et al., 2023).

Dado a esto, los modelos 3D proporcionan ambientes idóneos para experimentos in vitro

permitiendo la proliferación de células independientes, la conservación de su estructura

3D y de sus funciones (Moysidou et al., 2020). Además, fisiológicamente estos modelos

proporcionan una estructura celular compleja, una guía de adhesión y de migración

celular, lo que hace que sus funciones sean más naturales en contraste a otro tipo de

cultivo convencional (Parks et al., 2014). Permitiendo así, simular condiciones cercanas al

de un tejido in vivo a comparación de un monocultivo y un cultivo bidimensional (2D)

(Malgahães et al., 2020).

Por un lado, se han encontrado diferentes maneras de manufactura, de entre las cuales

destacan la impresora 3D a través de andamios, cultivos en suspensiones, biorreactores y

a base de andamios propiamente, entre otros (Shyam et al., 2023).

Se han desarrollado diferentes maneras de cultivo. Inicialmente se inició con el uso de

monocultivos o con técnicas bidimensionales, sin embargo, en la actualidad se han optado

con técnicas 3D en los cuales encontramos mayores ventajas al formar microambientes

similares a un tejido vivo, donde existe un adecuado control del tejido, los errores

estadísticos son mínimos, se trabajan bajo condiciones éticas al no utilizar seres vivos y

son de un costo económico (Fina et al., 2013).

Uno de los componentes de vital importancia para los sistemas 3D son los andamios,

mismos que serán el soporte para las células. Existe una amplia gama de andamios que

se han explorado en los últimos años para los cultivos tridimensionales como son los
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andamios de colágeno, de nanofibra, poliestireno y policaprolactona, los cuales presentan

algunos retos, sin embargo han sido una de las técnicas más utilizadas debido a la

facilidad de llevarla a cabo. Dadas sus características y propiedades se puede formar un

microambiente similar al de la cavidad bucal, ya que en algunos casos es posible utilizar

tejido de pericardio bovino descelularizado como un andamio natural, al cual es posible

agregar y adherir líneas celulares de la cavidad oral proporcionando modelos in vitro con

condiciones similares al de un tejido in vivo para el estudio de biomateriales en

odontología. (Yadev et al., 2011; Ryan et al., 2016).

2. Marco teórico

2 .1. Modelos tisulares
La ingeniería de tejidos es un campo de la medicina regenerativa donde se crean modelos

tisulares con el fin de producir sustitutos biológicos in vitro que imitan el entorno y

funciones de un tejido in vivo al reparar, reemplazar y aumentar las actividades

funcionales. Estos modelos están conformados principalmente de células, factores de

crecimiento y biomateriales (Serrato et al., 2015). Estos tejidos permiten un adecuado

ambiente para el crecimiento celular, además, de conservar la estructura tridimensional,

sin embargo cuenta con la limitante al no tener la capacidad de generar vascularidad en

los tejidos. (Ryan et al., 2016).

2.1.1. Modelos 2D
Los modelos tisulares 2D in vitro, son un método de cultivo bidimensional. Son una

herramienta para conocer las funciones e interacciones biológicas de las células, como

también el mecanismo de inicio y evolución de enfermedades, la producción de proteínas,

la biología celular y la imitación de tejidos fabricados. Sin embargo, tanto su interacción

intercelular, expresión de genes y proteínas es limitada, con un sistema vascular incapaz

de imitar al tejido nativo. Su proceso se basa en el cultivo de monocapa de células en una

superficie plana plástica o de vidrio, donde se adhieren y se esparcen. Dado a esto lo

convierte en un sistema limitado para el estudio de estructuras celulares más complejas

(Shyam et al., 2023; Moysidou et al., 2020).
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2.1.2. Modelos 3D
Los modelos tisulares 3D son utilizados en la ingeniería tisular para generar o reparar

tejidos u órganos faltantes, además como herramienta de estudio de mecanismos

celulares y moleculares en procesos patológicos (Neishabouri et al., 2022). Este tipo de

modelos tisulares proporcionan microambientes adecuados para tejidos in vitro al permitir

la proliferación celular individual, conservar la integridad de su estructura y de sus

funciones en tercera dimensión, al mismo tiempo es capaz de interactuar en un entorno

con una población celular diversa al contar con redes de comunicación (Moysidou et al.,

2020). Debido a estas propiedades de los modelos 3D al imitar tejidos in vivo nos dan

alternativas para la investigación y regularización del uso de animales en la

experimentación (Boraschi et al., 2017).

Por un lado, existen materiales los cuales han sido utilizados en la literatura y en la

investigación para la formación de andamios 3D, los cuales pueden ser de origen natural

provenientes de seres humanos o de animales, como también pueden ser de origen

sintético. Es sabido que las características biológicas de los andamios naturales son

mejores ya que proporcionan un microambiente adecuado, existe una interacción

intercelular, son biocompatibles y tiene factor de degradabilidad (Neishabouri et al., 2022).

Por lo que se utilizado materiales para la fabricación de modelos 3D a partir de tejidos de

pericardio bovino, piel, pulmones intestinos, hueso, hígado entre otros, ya que estos están

constituidos principalmente de colágeno (Moysidou et al., 2020)

Algunos modelos 3D de pericardio bovino, primeramente deben pasar por un tratamiento

de descelularización para crear un andamio acelular que funcione como una MEC natural

con el uso de compuestos químicos, biológicos y físicos. Por consiguiente, estos modelos

deben ser esterilizados por agentes químicos como: ácido peracético, óxido de etileno, o

mediante radiación ultravioleta (U.V) o radiación gamma (Grefen et al., 2018).

En estos modelos, es posible cultivar células específicas y similares al tejido de estudio

que se quiere sustituir, reparar o generar. Dónde se administran sustancias esenciales

para la generación de nuevos tejidos (Moysidou et al., 2020).

Finalmente, el andamio debe pasar por diversas pruebas de caracterización, para así

garantizar el contenido celular y mantener las características bioquímicas y mecánicas.
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Las pruebas utilizadas son macroscópicas, microscópicas, tinciones y análisis mecánicos

(Neishabouri et al., 2022).

A pesar de tener una estructura tridimensional, estos modelos carecen de la capacidad de

generar vascularidad al tejido que es esencial para dar condiciones nutricionales y de

oxígeno (Shyam et al., 2023). Además, estos modelos son de un costo más elevado y su

sistema celular es de mayor complejidad a comparación a un modelo convencional 2D

(Ryan et al., 2016).

2.2. TIPOS DE MODELOS TISULARES 3D

2.2.1. Modelos basados en andamios
Los andamios funcionan como un soporte bioartificial que son conformados por técnicas

que proporcionan condiciones ideales de oxígeno, nutrientes y movimiento de elementos y

desechos (Shyam et al., 2023; Habanjar et al., 2021). Estos proporcionan una estructura

tridimensional para el crecimiento celular y de tejidos. Los andamios deben ser

biocompatibles, contar con una superficie porosa, con un pH neutro, son de carga

superficial, también deben ser biodegradables y permitir la adhesión celular. Estos

sistemas basados en andamios pueden estar hechos de biopolímeros naturales, sintéticos

o híbridos, a base de hidrogeles o matrices extracelulares (Habanjar et al., 2021).

2.2.2. Esferoides
Los esferoides 3D, son un conjunto de células redondas con una superficie antiadherente

, los cuales pueden estar constituidos con células primarias o inmortalizadas. Estos

métodos de cultivos no utilizan andamios sólidos, en los esferoides se utilizan diferentes

tipos de técnicas para la fabricación de cultivos de células en suspensiones

tridimensionales, lo que permite que las células sean capaces que se auto ensamblen, así

favoreciendo la formación de tejidos sin la necesidad de un andamio estructural (Shyam et

al., 2023).
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2.2.3. Organoides
Los organoides 3D, son tejidos multicelulares que están especialmente organizados para

ser utilizados para el estudio de la formación de tejidos u órganos. Usualmente se utilizan

para realizar modelos tridimensionales para analizar las interacciones intercelulares, la

farmacología y la microbiología farmacéutica. Estos modelos son derivados de células

madres pluripotentes y embrionarias para la formación de órganos humanos como el

hígado, el cerebro, pulmones, etc. Sin embargo, la falta de vascularidad lo vuelve una

limitante para crear estructuras similares in vivo (Shyam et al., 2023).

2.2.4. Organ On a Chip
Estos modelos utilizan un sistema específico para la formación de tejidos y órganos para

estudios de enfermedades y fármacos. Estos emplean el uso de microfluidos y líneas

celulares para la formación de sistemas micro fisiológicos que imiten condiciones

fisiológicas y mecánicas como la de un tejido in vivo (Shyam et al., 2023).

2.2.5. Hidrogeles
Actualmente en la ingeniería de tejidos se emplean hidrogeles a base de redes de

polímeros hidrófilos que cuentan con una estructura tridimensional, estos son suaves y

viscosos. Debido a sus características tienen una gran capacidad de retención de líquidos.

Estos materiales están en una fase intermedia, por lo que no son líquidos ni sólidos,

además de ser utilizado por la capacidad de liberar fármacos, regeneración de tejidos y

mantener un medio idóneo para el cultivo celular (Fernandez et al., 2021).

Los hidrogeles se dividen en tres grupos principalmente según su origen ( naturales,

sintéticos e híbridos). Donde los naturales son provenientes de extractos animales o

plantas, están conformados principalmente de carbohidratos y proteínas, como podría ser

el colágeno, celulosa, quitosano, etc. Los sintéticos que son producidos de forma

industrial, como alcohol polivinílico, polietilenglicol, etc. Por último, los híbridos que están

conformados por materiales orgánicos e inorgánicos específicos (Tapia et al., 2024).
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2.3. Biomateriales
Los biomateriales se definen a todo aquel material o conjunto de materiales de origen

artificial o natural, que pueden ser empleados en un lapso de tiempo. Estos poseen la

capacidad de incrementar o sustituir parcial o total cualquier tipo de tejido, órgano o

función del cuerpo receptor. Su finalidad es mantener o mejorar la condición de vida del

individuo u objeto (Marin et al., 2023).

Los biomateriales se dividen en cuatro grupos primarios: polímeros, cerámicos, metales y

naturales. Estos deben contar con propiedades de no inmunogenicidad, ser biomiméticos,

ser biocompatibles, biodegradables, bioabsorbibles, contar con capacidad de ser

funcionalizados con proteínas y productos químicos bioactivos.

En los últimos años los biomateriales y la ingeniería de tejidos en odontología ha

evolucionado bastante, con la regeneración de tejidos al combinar andamios de matriz

extracelular funcionalizados con células específicas y señales con un adecuado control ,

ya que es posible desarrollar modelos biomiméticos para analizar y exponerlos en

condiciones de inmunogenicidad (Mahesh et al., 2021).

2.3.1 Biomateriales de origen biológico
Los materiales de origen biológico están constituidos su mayor parte de tejido conjuntivo

que es utilizado como biomaterial, que está formado por una proteína llamada colágeno,

que cuenta con diversas características. Una de ellas son sus características mecánicas

que le otorgan una fuerza tensil, extensibilidad, formación de agregados moleculares,

retención de líquidos y capacidad de formar geles.

Por otro lado, sus características químicas le confieren la capacidad de formar enlaces

covalentes de sus fibras, degradación por colagenasas, reabsorción tisular,

semipermeabilidad, y posibilidad de interactuar con diversas moléculas. Además, cuenta

con características biológicas como, antigenicidad reducida, favorece la adhesión celular,

interacción con trombocitos y activación del sistema de coagulación. Normalmente el

colágeno se obtiene de origen bovino.

El cual es tratado por procesos de entrecruzamiento del colágeno para disminuir la

antigenicidad de este mismo y así aumentar la vida media del tejido (Lizarbe et al 2007).

14



2.4. Biomateriales que provienen de la MEC

2.4.1. Membrana extracelular
La membrana extracelular (MEC) es una estructura tridimensional de red macromolecular

de origen natural, que está conformada principalmente de agua, proteínas estructurales;

colágeno, elastina. Proteínas especializadas: fibrina, laminina, fibronectinas y

proteoglicanos estructurales especializados. Estos compuestos la convierten en una

membrana de tipo basal, que proporciona un soporte mecánico y estructural al anclaje de

diferentes células (Fernández et al., 2019). Asimismo, cuenta con funciones de

proliferación, diferenciación, viabilidad, adhesión, migración, polaridad y apoptosis celular

(Moffat et al., 2022). Por lo cual se utiliza la membrana extracelular descelularizada como

un andamio natural ya que proporciona un sustrato de soporte mecánico y un soporte

biológico tridimensional para ser utilizado posteriormente como un medio de cultivo celular

3D (Zhang et al., 2022).

2.4.2. Tejido de pericardio bovino
Uno de los andamios que ha sido explorado ampliamente y que incluso ya se comercializa

es el tejido de pericardio bovino como; Surgifoc®, Braile biomédica, etc, mismos que

están compuestos por colágeno de tipo I, con una estructura que se caracteriza por ser de

tipo mecánico no lineal y anisotrópico. Que consiste en una red de fibras de colágeno y

elásticas, que están adheridas a una matriz. Asimismo, se compone de

glicosaminoglicanos (GAG) libres y proteoglicanos. Este tipo de tejido ha sido aplicado

como un biomaterial para la elaboración de bioprótesis de válvulas cardiacas, parches

abdominales o vaginales para reparar sus paredes (Mendoza et al., 2011; Bielli et al.,

2018).
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2.4.3. Descelularización para la obtención de andamios
Los andamios de origen natural han sido explorados ampliamente y que incluso se

comercializan cómo; SpongeCol®, SphereCol®, etc. Otros de tejido de pericardio

bovino ( Surgifoc®) que para ser utilizados como andamios que para garantizar la

bioseguridad para su uso deben ser descelularizados para aislar las células y compuestos

de la matriz extracelular, principalmente ácido desoxirribonucleico (ADN) y ácido

ribonucleico (ARN) (Neishabouri et al., 2022). Con el propósito de preservar la biología y

dar estructura mecánica de la membrana extracelular (MEC) y permitir una interacción

celular y formación de tejidos (Pagoulatou et al., 2012). Mediante este procedimiento, se

obtiene una matriz extracelular virgen que es biológicamente reconocibles y adecuados

para la adhesión, proliferación y viabilidad celular (Neishabouri et al., 2022). Por un lado,

funcionan como soporte mecánico para la proliferación del tejido nuevo con una guía al

crecimiento. (Marin et al., 2023). Los procedimientos de descelularización se llevan a cabo

mediante técnicas mecánicas, químicas, detergentes, enzimáticas o una combinación de

estas. Para garantizar el éxito de este procedimiento se deben realizar pruebas de

microscopía, de tinción y análisis mecánicos (Neishabouri et al., 2022). El método de

descelularización a elección debe contar con las características adecuadas al tejido que

se aplica, para no afectar las características físicas del andamio (Brown et al., 2014).

Como son los detergentes no ionizantes, que son sustancias químicas, que tienen como

función disolver y separar las membranas celulares de su estructura interna. (Mendibil et

al., 2020). Estos tipos de agentes son los más utilizados por su costo económico, son de

acción rápida y de alta eficacia (Moffat et al., 2022). Por lo tanto, se ha optado por su

aplicación ya que no dañan la estructura de la membrana extracelular, no alteran ni

destruyen los enlaces lipídicos y sin dañar a los enlaces proteicos (Akbari et al., 2017).
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2.5. Epitelios de la cavidad oral
La mucosa de la cavidad oral se encuentra revestida por dos capas estructurales y de

origen embriológico, el epitelio y del corion, las cuales están en contacto mutuo con el

estrato basal . El tipo de epitelio que se encuentra revistiendo la mucosa de la cavidad

oral, puede ser de tipo estratificado plano o pavimentoso estratificado. El cual también

puede ser queratinizado, paraqueratinizado o no queratinizado (Figura 1). De acuerdo con

la zona de la cavidad oral, existen diferencias estructurales, además de contener células

epiteliales (CE) que fungen la tarea de protección entre la cavidad oral y el tejido

conectivo (Gomez et al., 2019; Capitán et al., 2006).

Figura 1. Tipos de epitelios en la cavidad oral; queratinizado (A), paraqueratinizado (B) y

no queratinizado (C)(Gómez y cols, .2019).
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2.5.1. Epitelio plano estratificado queratinizado
Este tipo de epitelio está conformado por dos grandes poblaciones de células, por una

población intrínseca conformada completamente por queratinocitos que representan un

90%, y una población extrínseca que no corresponde al epitelio, denominada población

residente, que es el 9% que abarcan melanocitos, células de Merkel y de Langerhans y

por último la población transitoria, que es el 1% conformada por granulocitos, linfocitos, y

monocitos (Gomez et al., 2019).

2.5.2. Epitelio del paladar duro
La mucosa del paladar duro es gruesa y resistente. Se distingue por presentar un rafe

medio en su línea media y por presentar elevaciones de mucosa denominadas rugas

palatinas. Es de tipo masticatoria. Se caracteriza por contener principalmente una gran

cantidad de fibras de colágeno tipo I, que se adhiere y se inserta perpendicularmente al

periostio (Gomez et al., 2019; Actis et al., 2014).

El epitelio del paladar duro está revestido por un epitelio plano estratificado queratinizado

y con un corion de tejido conectivo, además de contar con una gran cantidad de fibras de

colágeno. Este epitelio prevalece con patrón celular V. Que se distingue por tener una

superficie con patrones porosos sobre su superficie, donde también presenta oquedades

denominadas lagunas. Además, contiene pares de Citoqueratinas 5-14 y 1-10, que se

encuentran revistiendo las superficies internas y externas, que son más numerosas en el

paladar duro (Gomez et al., 2019; Capitán et al., 2006)

Este epitelio dispone de un grosor de 0.2 a 0.3 milímetros (mm), el cual es conformado

por el estrato basal, estrato espinoso, estrato granuloso y estrato córneo (Capitán et al.,

2006).
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2.5.3 -Células del epitelio estratificado queratinizado

2.5.3.1. Fibroblastos Gingivales Humanos (FGH):

Son un tipo de células mononucleares, no polarizadas que se encuentran en la cavidad

oral, son las más numerosas, ya que aproximadamente representan de un 60-65% del

tejido conectivo (Víctor et al., 2019).

El origen embriológico de los FGH provienen de las células de la cresta neural que los

diferencia de otro tipo de fibroblastos que son de origen mesenquimatoso (Víctor et al.,

2019). Estos se encargan de la adaptación funcional de los tejidos, debido a que son

capaces de la síntesis, resorción y degradación de las enzimas del colágeno y de la

sustancia fundamental (Vargas et al., 2016).

Los FGH en cultivos primarios se caracterizan por presentar un aspecto fusiforme u

ovalado con abundantes prolongaciones que se encuentran en su periferia permitiendo

una mejor comunicación intercelular y asimismo una mayor adhesión sobre la superficie

(Figura 2). En su citoesqueleto está constituido por familias de microfilamentos de actina

que le confieren movilidad y contracción celular y cuenta con proteínas fibrosas como la

vimentina que son parte de filamentos intermedios del mismo citoesqueleto (Víctor et al.,

2019).

Figura 2. Se muestran Fibroblastos Gingivales Humanos de aspecto fusiforme u ovalado,

aumento x10 (Fuente propia).
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2.5.3.2. Población intrínseca

● Queratinocitos: su nombre se debe a que son CE que están destinadas a

queratinizarse. Contiene pares de citoqueratinas 5-14 y 1-10 por lo que para

estudio de inmunohistoquímica es utilizado marcadores como la pancitoqueratina

(AE1/AE3) (Gomez et al., 2019). Las características morfológicas de los

queratinocitos en cultivos primarios suelen presentar un aspecto

poligonal,alargadas y planas (Figura 3) (Morino et al., 2019).

Durante su formación suelen migrar a las capas más profundas del epitelio. Los

queratinocitos conforman el epitelio oral y se dividen en cuatros estratos: estrato

basal, espinoso, granuloso y córneo (Roque et al., 2008).

Figura 3. Se muestran Células Epiteliales de aspecto poligonal, aplanadas y alargadas,

aumento X10 (Fuente propia)

2.5.3.3. Población extrínseca

● Melanocitos: son células claras con núcleo pequeño. Su citoplasma es redondo

con prolongaciones alargadas de apariencia dendrítica. Se ubica en el estrato

basal. Además, se distingue por disponer de gránulos precursores de melanina y

de un aparato de Golgi desarrollado.

● Células de Merkel: estas células se encuentran en el epitelio oral, carecen de

prolongaciones de apariencia dendrítica y se relacionan con los queratinocitos

ocasionalmente mediante desmosomas.

● Células de Langerhans: son las células responsables de dar comienzo a la

respuesta inmunológica a los antígenos que traspasan por el epitelio. Disponen de
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receptores de superficie y marcadores inmunológicos. Son de origen

hematopoyético e intervienen en la respuesta inmunológica (Gomez et al., 2019;

Roque et al., 2008).

2.5.3.4. Población transitoria

● Granulocitos: son un tipo de glóbulo blanco también conocidos como leucocitos

polimorfonucleares, así como dice su nombre contiene pequeños gránulos en su

interior de formas variables como son: neutrófilos, eosinófilos y basófilos.

● Linfocitos: son un tipo de leucocitos que se encuentran en el torrente sanguíneo,

que se encargan de los mecanismos de defensa y de las reacciones inmunitarias.

Son los encargados del rechazo de los órganos trasplantados. Se dividen en

linfocitos T y B.

● Monocitos: es un tipo de célula inmunitaria que se encuentra dentro y fuera del

torrente sanguíneo. Se encargan de deglutir sustancias extrañas y también

interaccionan con las inmunoglobulinas (Roque et al., 2008).
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2.6. Técnicas de caracterización Histológica

2.6.1 Tinción de Hematoxilina-Eosina (H&E)
Es un ensayo de tinción que se utiliza frecuentemente para el estudio de la estructura de

células y tejidos con el uso de dos tintes. Uno básico para la hematoxilina y otro ácido

para la eosina. Donde la hematoxilina pigmenta de tono violeta azulado zonas ácidas de

células y de tejidos, conocidos como basófilos, como los ácidos nucleicos, proteoglicanos,

ribosomas y la cromatina. Por otro lado, la eosina pigmenta de tono rosado zonas básicas,

como los eosinófilos, como son las fibras de colágeno, fibras elásticas, fibras musculares

y el citoplasma de la célula (Gomez et al., 2019; Simancas et al., 2021).

2.6.2 Inmunocitoquímica
La técnica de inmunohistoquímica es una técnica de inmunofluorescencia que es utilizada

frecuentemente para la localización de macromoléculas que están presentes en cultivos

celulares primarios. Asimismo se utilizan anticuerpos para determinar si existen ciertos

antígenos en nuestro cultivo celular. Por lo cual, los anticuerpos al momento de unirse al

antígeno o a la enzima activan una tinción, dando como resultado la observación del

antígeno bajo el microscopio (Novus et al., 2024) . Esta técnica nos permitirá observar si

existen los antígenos Ki67 y Ae1/ae3 que están presentes normalmente en células

epiteliales y el antígeno Vimentina para células de fibroblastos gingivales humanos.

2.7. Tinciones celulares en la caracterización de andamios 3D

2.7.1. Yoduro de Propidio (PI)
PI es una molécula fluorescente que se adhiere al ADN. Tiene la capacidad de cruzar

pasivamente a células que poseen una membrana plasmática íntegra. Es utilizada para

determinar la viabilidad celular, la apoptosis o necrosis celular, donde las membranas

plasmáticas se vuelven permeables sin depender del mecanismo de muerte. PI tiene una

excitación de longitud de onda de 400 a 600 nm y emite una luz de fluorescencia de 600 y

700 nm, es compatible con láseres y fotodetectores, que son encontrados en citómetros

de flujo (Crowley et al., 2016).
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2.8. Ensayo de Viabilidad celular bromuro de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
El ensayo MTT, es un tipo de estudio que tiene como función observar la viabilidad celular

de las mitocondrias, es un compuesto colorante de tono amarillo. Este compuesto es

capaz de disolverse en un colorante de tono violeta, conocido como formazán. Este forma

cristales insolubles en agua que quedan atrapados en el interior de las células y deben ser

solubilizados con Dimetilsulfóxido (DMSO). El resultado del formazán es proporcional al

número de células viables, y la forma de evaluar los resultados es mediante

Espectrofotometría de la luz U.V a una absorbancia de 570 nm (Ghasemi et al., 2021; Van

et al., 2015)).

2.9 Microscopía como herramienta en la caracterización de modelos 3D.

2.9.1. Microscopía óptica
La microscopía óptica es una serie de métodos y técnicas utilizadas para obtener

imágenes de objetos diminutos para su investigación o estudio, para esto emplear la luz

(Altamirano et al., 2015).

En la actualidad existen diferentes tipos de microscopios ópticos, el microscopio más

utilizado para estudio histológico es el microscopio óptico convencional o de luz de campo

claro. Es un sistema que funciona por medio de un sistema compuesto por dos lentes

convergentes, y también por un sistema de objetivo. Esto posibilita una amplificación en la

visualización. Asimismo, cuenta con una resolución de 0.2 μm o 20 nm (Gomez et al.,

2019).

2.9.2. Microscopía óptico confocal
La microscopía de óptica confocal es una técnica que permite el estudio de moléculas

fluorescentes presentes en células y/o tejidos. Utiliza como fuente de energía luz UV, que

actúa sobre la muestra a diferentes longitudes de onda para provocar una respuesta

fluorescente con la ayuda de fluorocromos inducidos al tejido (Gomez et al., 2019).

Donde la luz de excitación permite apartar la luz fluorescente emitida. Por lo tanto, la luz

emitida por la muestra es detectada por el ojo o el sistema de cámaras digitales.
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Finalmente las zonas fluorescentes del tejido brillan en un fondo de contraste para ser

detectadas (Von et al., 2011).

Este cuenta con un límite de resolución de 0,13-0,15μm. Donde existen diferentes tipos de

microscopios ópticos confocal, como puede ser de uso convencional, invertido y

epifluorescencia (Gomez et al., 2019).

2.9.3. Microscopía Electrónica de Barrido (SEM)
Es un instrumento que es utilizado para obtener imágenes indirectas al analizar las

características estructurales y tridimensionales de la superficie celular de una muestra o

modelo 3D (Alberts et al 2010).

Esta técnica consiste en la aplicación de un haz de electrones sobre la superficie de una

muestra. Donde el haz entra en contacto con el modelo efectuando un barrido a lo largo

de la superficie lo que ocasiona la aparición de electrones secundarios al estar en

contacto con ella. Estos electrones secundarios son localizados por un detector,

proporcionando una señal eléctrica que posteriormente es amplificada y finalmente

transmitida a un monitor.

Para examinar las muestras, deben ser fijadas con glutaraldehído al 2.5% en tampón

fosfato, posteriormente de ser fijadas se lavan con el mismo tampón fosfato. Se

recomienda posfijar las muestras con Tetróxido de Osmio (OsO4) en tampón fosfato. Se

prosigue con deshidratar las muestras con soluciones crecientes de acetona o etanol y

luego se secan en un proceso de secado de punto crítico. Luego las muestras se colocan

sobre portamuestras de aluminio, utilizando plata coloidal como adherente y conductor lo

que lo convierte en un blanco adecuado para un rayo de electrones. Después se realiza

metalización con oro con el propósito de asegurar una correcta conductividad eléctrica y

así finalmente ser analizadas bajo el microscopio (Gomez et al., 2019).
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3. Antecedentes

En el campo de la ingeniería tisular se ha optado por el uso de andamios fabricados de

pericardio bovino son un biomaterial natural que son utilizados normalmente para la

generación de modelos tisulares, el cual debe pasar primeramente por un proceso de

descelularización para aislar las células y compuestos de la matriz extracelular para crear

una matriz virgen, para mantener sus propiedades mecánicas y estructurales. En este

estudio, se compararon tres métodos de descelularización, para identificar la efectividad

de cada uno sobre los GAG. Primeramente un tratamiento con detergente no-iónico

(Triton X-100), seguido de un proceso de hinchamiento alcalino reversible (RAS-ATE) y

adicionalmente con nucleasas (DNasa/RNasa). Se realizó un conteo de los GAG, y un

ensayo histológico H&E, además, se analizó la morfología y la integridad estructural

mediante SEM. Donde se identificó una pérdida del ADN del tejido del 97% con el método

Triton X-100 y del 95% con RAS-ATE, sin embargo, el método RAS-ATE tuvo un mayor

efecto de descelularización en el ADN. Concluyendo que los métodos de

descelularización deben ser con agentes no iónicos (Mendoza et al., 2011).

Existe un estudio in vitro 3D en el cual se fabricaron 10 modelos tisulares, con andamios

naturales y sintéticos comerciales a base de colágeno en los cuales se sembraron FGH y

queratinocitos. Con el propósito de crear y mejorar un modelo 3D similar a la cavidad

bucal para estudios biomateriales dentales. Donde se observó y se evaluó la integridad

de la estructura, su porosidad, la biocompatibilidad y su capacidad de mimetizar. Los

modelos fueron caracterizados con pruebas de microscopía electrónica de transmisión e

inmunofluorescencia. Llegando a la conclusión que para realizar un modelo 3D de mucosa

oral humana es crucial que el modelo cuente con una adecuada biocompatibilidad,

estabilidad y una correcta porosidad (Moharamzadeh et al., 2008).
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En este estudio, se realizó un estudio in vitro con modelos 3D con células epiteliales de

mucosa bucal y FGH , además de modelos comerciales; un modelo epitelial oral humano

reconstruido (RHOE) con células de carcinoma oral TR146 y un modelo EpiOral. Donde

se analizó el daño tisular y la liberación de citocinas en contacto con células de Candida

albicans, simulando una mucosa bucal común. Donde se identificó que la presencia de

FGH contribuye a la proliferación de queratinocitos favoreciendo una respuesta inmuno

histológica similar a la mucosa oral en comparación con los otros modelos. Asimismo, los

modelos tisulares epiteliales y EpiOral mostraron una mayor respuesta inflamatoria de

citoquinas en la presencia de C. albicans, contando con una respuesta inmune idónea. No

obstante, los modelos comerciales no cuentan con células inmunitarias (Yadev et al.,

2011).

En otro estudio in vitro, se generó un modelo tisular 3D con CE y FGH con colágeno.

Asimismo, se utilizaron dos modelos comerciales: Skin RHOE y MatTek EpiOral. El

propósito de este estudio fue comparar las características de un modelo no comercial in

vitro contra modelos comerciales al evaluar la infección de biopelículas en una superficie

de acrílico simulando una prótesis dental, para conocer el daño tisular y la expresión de

virulencia de C. albicans. Donde los modelos no comerciales y comerciales mostraron

actividad de lactato hidrogenasa (LDH). El modelo no comercial presentó ligeramente más

daño tisular en comparación al modelo comercial MatTek EpiOral . Llegando a la

conclusión que los modelos comerciales proporcionan una valiosa información en estudios

in vitro, pero, presentan limitaciones al no permitir adhesión de células inmunitarias. Dado

esto, el desarrollo de nuevos modelos de estudio no comerciales y económicos serían una

alternativa para incorporar células inmunes (Morse et al., 2018).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo general
Evaluación de un modelo 3D in vitro en andamios de pericardio bovino utilizando células

de fibroblastos gingivales humanos y queratinocitos a partir de cultivos primarios para uso

en investigación de biomateriales en odontología.

4.2 Objetivos específicos

1. Obtener un modelo 3D usando células humanas de fibroblastos gingivales

humanos y queratinocitos.

2. Evaluación superficial y estructural del constructo 3D por medio de H&E, SEM y

PI.

3. Pruebas de viabilidad celular mediante ensayo de MTT.

4. Imagen por medio de microscopía óptica y confocal para observación de la

morfología de los componentes estructurales del constructo 3D.
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5. Planteamiento del problema
En la actualidad, se sigue trabajando con modelos experimentales in vivo, debido a que

aportan diversas ventajas al obtener resultados confiables al realizar investigaciones. Sin

embargo, existen modelos de cultivo donde se pueden aislar células sin la necesidad de

utilizar animales, por lo tanto, existe el debate ético si es correcto utilizar seres vivos en la

experimentación. En Estados Unidos de América y en Europa se aplicó la política de las

3R (reemplazo, reducción y refinamiento), con el objetivo de regular el uso de animales en

la experimentación y desarrollar nuevas alternativas para realizar investigaciones

(Boraschi et al., 2017).

Desde hace años se ha optado por trabajar con modelos 2D en vitro, los cuales tienen

una serie limitaciones debido a su método de cultivo en monocapa. Estos limitan las

interacciones celulares, la diferenciación celular, proliferación y vitalidad, además, de

carecer de elementos sustanciales como el oxígeno, nutrientes y metabolitos (Tosca et al.,

2023).

Actualmente en la ingeniería de tejidos se desarrollan modelos 3D con células específicas

y similares al tejido que se quiere imitar (28). Se han realizado estudios con modelos

tridimensionales in vitro comerciales con líneas celulares de fibroblastos gingivales y

líneas celulares de carcinoma los cuales han tenido limitaciones, ya que estos modelos

comerciales no permiten la adhesión de células inmunitarias para imitar un entorno más

preciso de la cavidad oral. Por lo cual una ópcion sería evaluar modelos a base de

andamios naturales con líneas celulares orales de cultivos primarios para generar un

entorno similar a la cavidad oral (Morse et al., 2018).
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6. Justificación
En la ingeniería de tejidos se realizan diversas investigaciones implementando modelos

experimentales, tal como: in vivo, in vitro e in sílico. Durante años se han utilizado los

modelos in vitro para estudiar las funciones biológicas de las células (26). Dado a sus

funciones de crear ambientes similares al de un tejido in vivo, donde se trabajan con un

mayor control, cuentan con condiciones éticas al no utilizar seres vivos, además de

disminuir errores estadísticos y de ser de un costo económico (Fina et al., 2013).

Por lo tanto, se han implementado algunos modelos comerciales de cultivo 3D in vitro con

líneas celulares de fibroblastos gingivales humanos y queratinocitos debido a la

capacidad de recrear e imitar condiciones similares a la cavidad oral. (Yadev et al., 2011).

Además, mejoran la interacción intercelular, obteniendo un ambiente físico químico, donde

se conservan las propiedades fenotípicas intrínsecas, así favoreciendo la viabilidad y

proliferación celular con el propósito de crear andamios funcionales para investigaciones

de biomateriales (Shyam et al., 2023). Sin embargo, estos modelos comerciales no

cuentan con la posibilidad de adherir células inmunitarias que se encuentran en células

humanas de la cavidad oral en condiciones normales para ser modelos fieles a la cavidad

oral (Yadev et al., 2011).

Finalmente, este proyecto dará como aporte evaluar modelos 3D in vitro en andamios de

pericardio bovino utilizando células humanas de Fibroblastos Gingivales Humanos y

Queratinocitos a partir de cultivos primarios para imitar un entorno lo más parecido a la

mucosa de la cavidad oral para uso en investigación de biomateriales en odontología.
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7. Pregunta de investigación
¿Es posible evaluar la viabilidad celular y la estructura de un modelo 3D in vitro mediante

andamios naturales, utilizando células humanas de Fibroblastos Gingivales Humanos y

Queratinocitos a partir de cultivos primarios?
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8. Hipótesis
Los andamios de origen natural permiten la adhesión, proliferación y supervivencia de

diferentes células que se encuentran en la cavidad oral.
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9. Diseño del estudio

Tipo de estudio: experimental in vitro

Espacio y tiempo: CFATA y Laboratorio de Investigación Interdisciplinaria de la Escuela

Nacional de Estudios Superiores, Unidad León, UNAM. Febrero 2024- Marzo 2024

Universo de estudio: líneas celulares de; fibroblastos gingivales humanos y

queratinocitos, y andamios de pericardio bovino descelularizados

Tipo y tamaño de muestra: tipo de muestra no probabilística, se llevarán a cabo 3

experimentos independientes en triplicado para cada paso experimental, donde n=9
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10. Variables

33

Variable
dependientes

Tipo de
variable Definición conceptual Definición operacional Medición

Viabilidad celular
Cuantitativa

continua

Cantidad de células vivas y funcionales

existentes en una población celular

Se observará la viabilidad celular de las

mitocondrias del tejido 3D mediante

ensayo MTT.

%

Estructura del

andamio

Cualitativa

Nominal

Los andamios proporcionan una estructura

tridimensional sobre la cual las células pueden

crecer y formar tejido. Deben ser porosos para

permitir la difusión de nutrientes y gases..

Se observará la estructura del tejido 3D

mediante tinción H&E.

Presencia o

ausencia

Morfología

Celular

Cualitativa

Nominal

La célula es la unidad más pequeña de

materia viva, capaz de llevar a cabo todas las

actividades necesarias para el mantenimiento

de la vida. formada por un citoplasma rodeado

por una membrana.

Se observará las características

superficiales celulares y tisulares del

andamio mediante SEM.

Presencia o

ausencia

Variable
Independientes

Tipo de
variable Definición conceptual Definición operacional Medición

Andamio
Cuantitativa

Discreta

Estructura tridimensional que actúa como

sustituto de la matriz extracelular permitiendo

controlar los estímulos mecánicos que reciben

las células.

Se utilizarán andamios de pericardio

bovino como matriz extracelular para la

realización de modelos tisulares 3D

Cantidad de

andamios

utilizados

Líneas celulares
Cualitativa

Dicotómica

Células de un tipo único (humano, animal o

vegetal) que se han adaptado para crecer

continuamente en el laboratorio y que se usan

en investigación.C

Se observará mediante microscopio

óptico y se realizarán ensayos de

inmunocitoquímica a líneas celulares de

FGH y CE.

Si o no



11. Criterios de selección

11.1 Criterios de inclusión:
1. Técnicas relacionadas a andamios de pericardio bovino descelularizados.

2. Andamios de pericardio bovino funcionalizados con líneas celulares de fibroblastos

gingivales humanos y queratinocitos.

11.2 Criterios de exclusión:
1. Técnicas diferentes a la técnica mencionada.

2. Líneas celulares no pertenecientes a seres humanos.

11.3 Criterios de eliminación:
1. Muestras contaminadas.

2. Células no viables.

3. Muestras que presenten cambios de color y/ o consistencia.
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12. Equipo:
Para los ensayos hechos en este proyecto se utilizó el siguiente equipo: campana de flujo
horizontal para células (Lumistell LH-120), Micropipeta Ecopipette 0.5-10 μL (CAPP),
Micropipeta 100 μL (Thermo Scientific), Incubadora de humedad relativa (MIDI 40 CO2
Thermo Scientific), Microscopio Bifocal (LEICA DM500).

13. Metodología experimental

1. Obtención de Andamios, líneas celulares e Hidrogel

Los andamios y el Hidrogel de tendón de aquiles bovino (TAB) de origen natural se
obtuvieron del Laboratorio de LaBAS, Laboratorio de biotecnología aplicada a la salud, de
la División de Ciencias e Ingenierías, Campus León del Instituto Politécnico Nacional
(Figura 4). El andamio se obtuvo de pericardio bovino, procedentes de rastros que
cuenten con certificación Tipo Inspección Federal (TIF), el tejido fue sometido a un
proceso de descelularización siguiendo el protocolo propuesto por Mendoza et al.,2011.
En el cual proponen un proceso de hinchamiento alcalino reversible, seguido de un
tratamiento con detergente no-iónico y un tratamiento adicional con nucleasas. Los
andamios descelularizados fueron liofilizados y esterilizados por radiación gamma (con
una dosis de 25 kGy) y se realizaron fotografías control con el microscopio óptico. Por un
lado, se obtuvieron células criopreservadas de Fibroblastos Gingivales Humanos y
Células Epiteliales del Laboratorio de Investigación Interdisciplinaria (LII) ENES León,
UNAM. Finalmente, los materiales y las células fueron utilizados para la realización de tres
diferentes tipos de modelos tisulares; el primero modelo a base de FGH encapsulados en
hidrogel, con andamio y CE, el segundo modelo a base de FGH encapsulados en
hidrogel, andamio y CE encapsuladas en hidrogel, por último el tercer modelo con FGH,
andamio y CE.

.

Figura 4. A) Muestra los andamios de pericardio bovino descelularizados.
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2. Cultivo celular de Células Epiteliales

Las CE fueron cultivadas en placas de 100x20 mm y un área de 55 cm2 (Corning costar,
NY) (Figura 5) con medio suplementado e incubadas en la Incubadora de humedad
relativa (MIDI 40 CO2 Thermo Scientific) a 37°C con 5% CO2. El medio de cultivo consistió
en Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich/D5796-1L) y Medio F-12
( Sigma-Aldrich ), en proporción 3:1, suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino
(FBS) (Gibco/24140-079), 1 μg/mL de Factor de Crecimiento Epidermal (FCE) (
Sigma-Aldrich ), 0.4 μg/mL de Hidrocortisona ( Sigma-Aldrich ), 1794 μg/mL de
Adenina, 5 μg/mL de Insulina (Insulex), 1% de Penicilina y estreptomicina ( Sigma-Aldrich
).

Se realizaron cambios de medio y lavado con Disolución Salina Tamponada con Fosfato
(PBS) (Sigma-Aldrich) cada 48 horas e incubadas bajo las mismas condiciones. Se
utilizaron CE a partir del octavo pase para producir los modelos tisulares 3D.

Figura 5. Muestra cultivo celular primario de células epiteliales.
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3. Cultivo celular de Fibroblastos Gingivales Humanos

Los FGH fueron cultivados en placas de 100x20 mm (Corning costar, NY) (Figura 6) con
medio suplementado e incubados a 37°C con 5% CO2. El medio de cultivo consistió en
DMEM suplementado al 10% de FBS, 1% de GlutaMAXTM x100 mL (Gibco) y 1% de
Penicilina y estreptomicina.

Se realizaron cambios de medio y lavaron con solución PBS cada 48 horas y fueron
incubadas bajo las mismas condiciones. Se utilizaron FGH a partir del sexto pase para
producir los modelos tisulares 3D.

Figura 6. Muestra cultivo celular primario de células de fibroblastos gingivales humanos.
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4. Conteo celular
Se utilizaron dos placas de 100x20 mm y un área de 55 cm2 (Corning costar, NY), una
con CE y una de FGH, con una confluencia celular del 90% para realizar el conteo celular
de cada tipo de célula de manera individual. Donde primeramente se realizaron 3 lavados
con 1 mL de PBS, el cual fue aspirado, posteriormente se colocó 1 mL de Tripsina y se
incubó a 37°C con 5% CO2 por 5 minutos realizando movimientos mecánicos. Después,
se agregó 2 mL de medio para desactivar la enzima. Se colocaron 1.5 mL del total en dos
tubos eppendorf de 1.5mL para ser centrifugados (Centrifuge CL10, Thermo Scientific) a
1500 rpm por 5 minutos a 4°C. Se retiró el excedente para obtener el pellet, donde se
agregaron 500 μL de medio en cada ependorf, se resuspendieron y se tomaron 10μL de
células para colocarlos en la cámara de Improved Neubabuer (Boeco,.Germany) (Fugura
7) para realizar el condeo celular y preparar suspensiones celulares con una densidad
celular de 2 x 104cél / mL respectivamente.

Figura 7. Muestra conteo celular de CE sobre la cámara de Improved Neubabuer
(Boeco,Germany) .
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5. Desarrollo de los modelos 3D

Primer modelo 3D: FGH encapsulados + Andamio + CE

Primeramente (día 01) se agregaron 60 μL de PreGel (Figura 5) en 27 pozos en una placa
de 96 pocillos (TPP, Switzerland) (Figura 8). A la vez se prepararon suspensiones
celulares con una densidad celular de 2 x 104cél / mL de FGH en 40 μL con medio, donde
se colocaron en cada pocillo con el hidrogel TAB (Figura 9) , los cuales se resuspendieron
para ser encapsulados en el hidrogel por 48h y se incubaron a 37°C con 5% CO2. Los
andamios tuvieron una dimensión de 5 mm de diámetro ( Figura 10), los cuales se
hidrataron (día 02) 24 h previo a su uso con 100 μL de medio de cultivo para CE y fue
incubado bajo las mismas condiciones por 24 h. Posteriormente (día 03) se retiró el
medio, se lavó con 100 μL de PBS y se agregaron y se agregó 50 μL de medio para FGH
, donde se colocaron los andamios de pericardio bovino con un espesor de 200 μL sobre
los FGH encapsulados, ya una vez dispuestos estos fungieron como andamio para
permitir la adhesión de un segundo tipo células (CE) (Figura 11), las cuales fueron
obtenidas a partir del epitelio oral, con una densidad celular de 2 x 104cél / mL en 50 μL,
m, estos fueron incubadas nuevamente bajo las mismas condiciones.

Se realizaron cambios de medio 50 μL de medio para FGH + 50 μL de medio para CE
cada 48 hrs. Una vez obtenidos los tejidos 3D se realizó el ensayo metabólico MTT para
analizar la viabilidad celular para después ser evaluados histológicamente por tinción H&E
y ser caracterizados por microscopía óptica con fluorescencia con Yoduro de propidio los
días 3, 5 y 8. Además de ser sometidos a SEM el día 8.Se tomaron fotografías
representativas del primer modelo 3D, los días 3, 5 y 8 mediante el microscopio óptico.

Figura 9.Hidrogel

Figura 11. Ejemplo del modelo 3D del Grupo 1
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Figura 10. Andamios de pericardio bovino descelularizados de 6 mm de diámetro.

Figura 8. Muestra de la microplaca de 96 pocillos y el acomodo de los grupos
experimentales. Este ensayo se hizo por triplicado.
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Segundo modelo 3D: Fibroblastos Gingivales Humanos encapsulados + Andamio +
Células Epiteliales

Primeramente (día 01) se agregaron 60 μL del hidrogel en 27 pozos (Figura 12) en una
placa de 96 pocillos (TPP, Switzerland). que a la vez se prepararon suspensiones
celulares con una densidad celular de 2 x 104cél / mL de FGH en 40 μL con medio,
donde se colocaron en cada pocillo con el hidrogel , los cuales se resuspendieron para ser
encapsulados en el hidrogel TAB por 48h y se incubaron a 37°C con 5% CO2. Los
andamios de pericardio bovino tuvieron una dimensión de 5 mm de diámetro, los cuales
se hidrataron (día 02) 24 h previo a su uso con 100 μL de medio de cultivo para CE y
fueron incubados bajo las mismas condiciones por 24 h. Posteriormente (día 03) se retiró
el medio, donde se colocaron los andamios de pericardio bovino con un volumen de 200
μL sobre los FGH encapsulados, una vez dispuestos estos fungieron como andamio para
permitir la adhesión de un segundo tipo células (CE) (Figura 13), las cuales fueron
obtenidas a partir del epitelio oral, con una densidad celular de 2 x 104cél / mL en 40 μL +
60 μL de PreGel para ser encapsuladas y se incubaron bajo las mismas condiciones por
48h.

Se realizaron cambios de medio 50 μL de medio para FGH + 50 μL de medio para CE
cada 48 hrs. Una vez obtenidos los tejidos 3D se realizó el ensayo metabólico MTT para
analizar la viabilidad celular para después ser evaluados histológicamente por tinción H&E
y ser caracterizados por microscopía óptica con fluorescencia con Yoduro de propidio los
días 3, 5 y 8. Además de ser sometidos a SEM el día 8.

Se tomaron fotografías representativas del segundo modelo 3D, los días 3, 5 y 8 con el
microscopio óptico.

Figura 13 . Ejemplo del modelo 3D del Grupo 2
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Tercer modelo 3D: Andamio + FGH + CE

Los andamios de pericardio bovino tuvo una dimensión de 5 mm de diámetro, se dispuso
en 27 pozos en una placa de 96 pocillos (Corning costar, NY) (Figura 14). Los cuales se
hidrataron (día 00) 24 h previo a su uso con 100 μL de medio de cultivo para FGH y fue
incubado a 37°C con 5% CO2 por 24 h. Posteriormente (día 01), se realizó el primer
cultivo de FGH donde se preparon suspensiones celulares con una densidad celular de 2
x 104cél / mL en 40 μL con medio para fibroblastos gingivales humanos (FGH), que
fueron colocadas sobre los andamios e incubados nuevamente bajo las mismas
condiciones por 48 h. Posteriormente (día 03) se aspiró y se cambió el medio con 50 μL
para FGH. Previamente se prepararon suspensiones celulares con una densidad celular
de 2 x 104cél / mL equivalente a 50 μL con medio para CE. Las CE fueron colocadas
sobre los FGH para permitir la adhesión del segundo tipo células (Figura 15), las cuales
fueron obtenidas a partir del epitelio oral y fueron incubadas nuevamente bajo las mismas
condiciones.

Se realizaron cambios de medio 50 μL de medio para FGH + 50 μL de medio para CE
cada 48 hrs. Una vez obtenidos los tejidos 3D se realizó el ensayo metabólico MTT para
analizar la viabilidad celular para después ser evaluados histológicamente por tinción H&E
y ser caracterizados por microscopía óptica con fluorescencia con Yoduro de propidio los
días 3, 5 y 8. Además de ser sometidos a SEM el día 8.

Se tomaron fotografías representativas del tercer modelo 3D, los días 3, 5 y 8 con el
microscopio óptico.

Figura 15. Ejemplo del modelo 3D del Grupo 3
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6. Microscopía de fluorescencia
El andamio de pericardio bovino descelularizado con células de FGH y CE fue sometido a
un protocolo de caracterización con Yoduro de Propidio siguiendo el protocolo propuesto
por Kenar, H., et al. , 2011. Para visualizar el ADN residual del andamio, se utilizó
solución de yoduro de propidio Invitrogen (Thermo Fisher Scientific) y agua destilada a
una concentración 1:1000 durante 10 min a temperatura ambiente, previamente se
lavaron y aspiraron las muestras con 100 μL de solución de PBS , después fueron
colocadas las muestras en portaobjetos con solución fijadora BacLightTM mounting oil.
para ser evaluados en un microscopio confocal fluorescente ApoTome (ZEISS,
Imager.Z1). Se realizó el experimento por duplicado el día 3, 5 y 8.

7. Inmunocitoquímica
Se utilizaron dos placas de 100x20 mm con CE y una de FGH, con una confluencia celular
del 90%. Donde primeramente se realizaron 3 lavados con 1 mL de PBS, el cual fue
aspirado, posteriormente se colocó 1 mL de Tripsina y se incubó a 37°C con 5% CO2 por
5 minutos realizando movimientos mecánicos. Después, se agregó 2 mL de medio para
desactivar la enzima. Se tomaron 700 μL para ser colocados sobre una laminilla electro
cargada (Microscope Slides, Pearl No.7102) dentro de una placa de 100x20 mm, se
embebió sobre medio hasta cubrir la laminilla y se incuba bajo las misma condiciones
realizando cambios de medio cada 48 horas.

Posteriormente 4 días, se aspiró completamente el medio, se realizó un tren de lavado
donde se lavó una vez con agua bidestilada, después se sumerge en acetona a 4°C
durante 10 minutos, luego se realizaron 20 baños directamente en alcohol absoluto etanol,
se lavó con agua destilada en 3 baños, y se mantuvieron en un recipiente embebidos en
PBS para ensayo de inmunocitoquímica.

8. Microscopía electrónica de barrido
El andamio de pericardio bovino descelularizado y los modelos de pericardio bovino
descelularizado con células de FGH y CE fueron sometidos a un ensayo SEM siguiendo el
siguiente protocolo.

Los andamios y los tejidos se fijaron en solución tamponada de glutaraldehído al 2%
durante 30-45 minutos a temperatura ambiente. Después se lavó rápidamente dos veces
con agua destilada para eliminar el exceso de tampón. Se deshidrataron con etanol (10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 70% , 96% y 100%) dos cambios de 15 minutos cada uno en
refrigeración a 4°C. Por último secado a punto crítico, montaje y observación. Se realizó el
experimento el día 8.
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9. Ensayo de viabilidad celular MTT
Para determinar la viabilidad y proliferación celular de los andamios de pericardio bovino
descelularizado con células de FGH y CE fueron sometidos a un ensayo de MTT. Donde
se preparó la sal de Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (Sigmal
Aldrich) a una concentración de .2mg/mL en PBS. Después, se aspiró el medio de los
pocillos de los modelos y se lavó con 100 μL de PBS y se agregó 10 μL de la sal de
bromuro preparada . Se incubaron 37°C con 5% CO2 por 3 horas. Posteriormente se
retiró el MTT suplementado con medio y se colocó 100 μL dimetilsulfóxido (DMSO) por 5
minutos y se realizaron lecturas en el espectrofotómetro MultiskanTM GO (Thermo
ScientificTM) a 570 nm. Se realizó el experimento por triplicado el día 3, 5 y 8.

10. Ensayo histológico H&E
El andamio de pericardio bovino descelularizado con células de FGH y CE fue sometido a
un ensayo histológico para fijación de las muestras para ensayo de hematoxilina y eosina
con el siguiente protocolo. Primero se retiró el medio de las muestras y se lavó con 100 μL
de PBS el cual se aspiró para después ser fijadas en solución fijadora (formaldehído al
4%), para continuación ser infiltradas en parafina y seccionadas en un microtomo.
Posteriormente las muestras se montaron en un portaobjetos para ser teñidos con tinción
H&E. Se continúo con desparafinar las muestras mediante Xileno ( se realizaron dos
inmersiones por separado de 5 min), luego se hidrató el tejido con soluciones de etanol en
orden decreciente (100%, 96% y 80% y 70%)y se lavaron con agua destilada. Se
prosiguió con la tinción de hematoxilina de Harris por 10 min, luego se realizaron 5
enjuagues no directos, después fueron sumergidos en alcohol ácido por 20 segundos y se
lavaron nuevamente en solución común y agua amoniacal por 1 minuto y se lavaron con
agua común. Por consiguiente se sumergieron las muestras en Eosina de 1 a 3 min, para
después ser deshidratadas por soluciones de etanol y agua en orden creciente (70%,
80%, 96% y 100%), se siguió con el aclarado donde se sumergen en Xileno en dos
inmersiones de Xileno y etanol absoluto 50:50, y en Xileno por 20 segundos y dos
minutos. Finalmente las muestras son cubiertas con un cubreobjetos y se sellan con
medio de montaje (Entellan) para ser observadas mediante el microscopio. Se realizó el
experimento por triplicado el día 5 y 8.
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11. GRUPOS CONTROLES

Grupo control de FGH

Posteriormente (día 01), se realizó el primer cultivo de FGH donde se prepararon
suspensiones celulares con una densidad celular de 2 x 104cél / mL en 100 μL con medio
para FGH en 9 pozos en una placa de 96 pocillos (TPP, Switzerland) y se incubaron a
37°C con 5% CO2.

Grupo control de FGH + CE

Se realizó un cocultivo donde se preparon suspensiones celulares con una densidad
celular de 2 x 104cél / mL en 100 μL con medio para FGH, que fueron colocadas en 9
pozos en una placa de 96 pocillos (TPP, Switzerland) y se incubaron nuevamente bajo las
mismas condiciones por 48 h. Posteriormente (día 03) se aspiró y se cambió el medio con
50 μL para FGH. Previamente se prepararon suspensiones celulares con una densidad
celular de 2 x 104cél / mL equivalente a 50 μL con medio para CE que se agregaron
encima de los 9 pozos de los FGH.

Grupo control de FGH + Hidrogel

Primeramente (día 01) se agregaron 60 μL del hidrogel TAB en 9 pozos en una placa de
96 pocillos (TPP, Switzerland) (Figura ). A la vez se prepararon suspensiones celulares
con una densidad celular de 2 x 104cél / mL de fibroblastos gingivales humanos (FGH) en
40 μL con medio para FGH, donde se disponieron en cada pocillo con PreGel , los cuales
se resuspendieron para ser encapsulados en el hidrogel.

Grupo control de CE

Posteriormente (día 03) se prepararon suspensiones celulares con una densidad celular
de 2 x 104cél / mL equivalente a 100 μL con medio para CE en 9 pozos en una placa de
96 pocillos (TPP, Switzerland) y se incubaron a 37°C con 5% CO2. Se realizaron cambios
de medio cada 48 horas y se realizó ensayo MTT los días 3,5 y 8.

Grupo control de Andamio

El andamio tuvo una dimensión de 5 mm de diámetro, se dispuso en 9 pozos en una
placa de 96 pocillos (Corning costar, NY). Los cuales se hidrataron (día 00) con 100 μL de
medio para FGH.

Se realizó cambio de medio a los grupos control cada 48 horas y se incubaron a 37°C con
5% CO2. Se realizó ensayo MTT por triplicado los días 3, 5 y 8.
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14. Resultados:

1.- Observación de los andamios mediante microscopía óptica y SEM

Se tomaron fotografías de los andamios de pericardio bovino y mediante el

microscopio óptico (Figura 16). Se observó una estructura de fibras de colágeno

ubicadas de manera aleatoria. Los andamios tuvieron un tamaño de 5 mm de

diámetro y espesor de .4 a .45 mm. De consistencia firme con una superficie de

aspecto serosa

Figura 16. A) Muestra los andamios de pericardio bovino descelularizados,aumento 10X
(A) y 20X (20).

Se caracterizaron los andamios de pericardio bovino descelularizados mediante

Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) (Figura 17), donde se observa una

superficie serosa acelular con fibras de colágeno orientadas de manera aleatoria y

en capas, y una vista con un corte sagital se presenta una superficie fibrosa con

porosidades y diversas fibras de colágeno que proporcionan el espacio necesario

para que las células se adhieran y proliferen.

Figura 17. Andamio de pericardio bovino, donde se observa su superficie (A) y

vista sagital (B) con un tamaño de 20 µm.
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2.-Cultivos celulares

Se realizaron cultivos primarios los cuales se les realizó recambio de medio cada 48 horas
y se incubaron bajo condiciones ideales hasta tener una óptima confluencia celular. Se
tomaron fotografías representativas de los cultivos de CE en su octavo pase celular donde
se observa una morfología de tipo poligonal, aplanadas y alargadas (Figura 18) y del
cultivo celular de los FGH en el sexto pase donde se observa una morfología en las
células de tipo fusiforme u ovalado (Figura 19), mediante el microscopio óptico.

Figura 18. Muestra cultivo celular primario de CE. Con un aumento de A) 10X y B) 20X.

Figura 19. Muestra cultivo celular primario de células de FGH. a) con un aumento de 10X
y b) 20X.
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3.- Inmunocitoquímica

El ensayo de inmunocitoquímica de los FGH en su sexto pase celular mostró ser

positiva al inmunomarcador Vimentina (Figura 20) de manera que se observa una

coloración café en la célula debido a la presencia de proteínas fibrosas

denominadas vimentina. Para las CE en su octavo pase celular mostró ser

positiva a los inmunomarcadores AE1/AE3 (Figura 21) y Ki67 (Figura 22) de

manera que se observa una pigmentación marrón en el citoplasma de las células y

una pigmentación rojiza en el núcleo de la células debido a la expresión de

citoqueratinas y proliferación. Confirmando que ambas líneas celulares se trataban

tanto de CE como de FGH.

Figura 20. Inmunocitoquímica CE 9, Ki67. Aumento 10X (A) y 20X (B).

Figura 21. Inmunocitoquímica CE, AE1/AE3. Aumento 10X ( A) y 20X (B).

Figura 22. Inmunocitoquímica FGH, Vimentina. Aumento 10X (A) 20X (B).
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4.- Microscopía de fluorescencia

Se realizaron observaciones mediante el ensayo de Yoduro de Propidio a los 3
grupos experimentales los días 3, 5 y 8. Para el primer grupo experimental (Figura 23) el

cual es un andamio compuesto por fibroblastos gingivales humanos encapsulados, los

cuales presentaron tener una capa basal, a su vez la zona perteneciente al andamio de

pericardio bovino se observó con CE demostrando mayor contenido de estas a diferencia

de la capa donde se observan los FGH . Nótese la morfología de ambas líneas celulares

donde se observan los FGH con un aspecto fusiforme u ovalado y las células epiteliales

con un aspecto poligonal y alargado. Además de encontrar mayor confluencia celular el

día 5.

Primer modelo 3D.
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Para el grupo 2 (Figura 24) el cual es un andamio igualmente compuesto por FGH al tener

un capa basal con células las cuales fueron encapsuladas a su vez la zona perteneciente

del andamio de pericardio bovino se observa con CE las cuales igual fueron

encapsuladas. Donde se observan ambos tipos celulares, donde se aprecia mayor

confluencia celular el día 5. Sin embargo se sospecha que al utilizar doble

encapsulamiento de las células el microscopio confocal no fue capaz obtener una mejor

resolución de la imagen.

Segundo modelo 3D.
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Para el grupo 3 (Figura 25) el cual es un andamio compuesto por FGH presenta tener una
capa basal que a su vez está la zona perteneciente al andamio de pericardio bovino se
observa con CE demostrando un contenido similar tanto de CE y FGH . Además, de
encontrar mayor confluencia celular el día 5 y 8. Nótese la morfología de ambas líneas
celulares donde se observan los FGH con un aspecto fusiforme u ovalado y las células
epiteliales con un aspecto poligonal y alargado.

Tercer modelo 3D.
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5.- Ensayo de viabilidad celular MTT
Ensayo para la evaluación de la viabilidad celular de modelos mediante el protocolo
del ensayo MTT los días 3,5 y 8 mostró una mayor viabilidad celular el día 5 en

comparación al día 3 y 8 presentando el mismo caso en los grupos 1 y 2 y una mayor

viabilidad celular el día 8 para el grupo 3.

Resultados del ensayo de MTT: primer modelo 3D, los días 3, 5 y 8.

Figura 26. Gráfica representativa del ensayo de MTT y su desviación estándar del

primer modelo 3D conformado de FGH encapsulados, andamio de pericardio

bovino y CE, donde se presenta una mayor viabilidad celular el día 5 respecto a

los días 3 y 8.

Modelo 1. Día 3 Modelo 1. Día 5 Modelo 1. Día 8

Figura 27.Fotografías representativas mediante microscopio óptico del primer modelo
3D al día 3,5 y 8, aumento 10X.
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Resultados del ensayo de MTT: segundo modelo 3D, los días 3, 5 y 8.

Figura 28. Gráfica representativa del ensayo de MTT y su desviación estándar

del segundo modelo 3D compuesto de FGH encapsulados, andamio de pericardio

bovino y CE encapsulada, donde se presenta una mayor viabilidad celular el día 5

respecto a los días 3 y 8.

Modelo 2. Día 3 Modelo 2. Día 5 Modelo 2. Día 8

Figura 29. Fotografías representativas mediante microscopio óptico del segundo modelo
3D al día 3,5 y 8, aumento 10X.
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Resultados del ensayo de MTT: tercer modelo 3D, los días 3, 5 y 8.

Figura 30. Gráfica representativa del ensayo de MTT y su desviación estándar del

primer modelo 3D compuesto de andamio de pericardio bovino con FGH y CE,

donde se presenta una mayor viabilidad celular el día 8 respecto a los días 3 y 5.

Grupo 3. Día 3 Grupo 3. Día 5 Grupo 3. Día 8

Figura 31. Fotografías representativas mediante microscopio óptico del tercer modelo 3D
al día 3,5 y 8, aumento 10X.
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El ensayo para la evaluación de la viabilidad celular de los grupos controles los días

3, 5 y 8 mediante el protocolo del ensayo MTT..

Resultados del ensayo de MTT: grupos controles y primer grupo, día 3.

Figura 32. Gráfica representativa del ensayo MTT de los grupos controles y del

primer modelo experimental al tercer día, donde se observa mayor viabilidad

celular en el grupo de FGH + CE y una viabilidad similar en los grupos de FGH y

CE y una menor viabilidad celular cuando los FGH están encapsulados.
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Resultados del ensayo de MTT: grupos controles y segundo grupo, día 3.

Figura 34. Gráfica representativa del ensayo MTT de los grupos controles y del

segundo modelo experimental al tercer día, donde se observa mayor viabilidad

celular en el grupo de FGH + CE y una viabilidad similar en los grupos de FGH y

CE y una menor viabilidad celular cuando los FGH están encapsulados.

Resultados del ensayo de MTT: grupos controles y tercer grupo, día 3.

Figura 35. Gráfica representativa del ensayo MTT de los grupos control y del

tercer modelo experimental al tercer día, donde se observa viabilidad celular en

similar grupo de FGH y CE.
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Evaluación de la viabilidad celular de los grupos controles, día 5 mediante el
protocolo del ensayo MTT.

Resultados del ensayo de MTT: grupos controles y primer grupo, día 5.

Figura 36. Gráfica representativa del ensayo MTT de los grupos controles y del primer

modelo experimental al quinto día, donde se observa mayor viabilidad celular de FGH +

CE y también mayor viabilidad en los demás grupos controles.
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Resultados del ensayo de MTT: grupos controles y segundo grupo, día 5.

Figura 38. Gráfica representativa del ensayo MTT de los grupos controles y del primer

modelo experimental al quinto día, donde se observa mayor viabilidad celular en el grupo

de FGH + CE y así también mayor viabilidad en los demás grupos controles.

Resultados del ensayo de MTT: grupos controles y tercer grupo, día 5.

Figura 39. Gráfica representativa del ensayo MTT de los grupos control y del tercer

modelo experimental al quinto día, donde se observa una viabilidad celular mayor grupo

de FGH y aumento de viabilidad del grupo de CE y del tercer modelo experimental.
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Evaluación de la viabilidad celular de los grupos controles, día 8 mediante el
protocolo del ensayo MTT.

Resultados del ensayo de MTT: grupos controles y primer grupo, día 8.

Figura 40. Gráfica representativa del ensayo MTT de los grupos control y del primer

modelo experimental al octavo día, donde se observa mayor viabilidad celular en el

grupo control de FGH y FGH + CE y ligero aumento en el grupo de FGH encapsulados,

sin embargo menor viabilidad celular en el grupo de CE.
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Resultados del ensayo de MTT: grupos controles y segundo grupo, día 8.

Figura 41. Gráfica representativa del ensayo MTT de los grupos control y del primer

modelo experimental al octavo día, donde se observa mayor viabilidad celular en el

grupo control de FGH y FGH + CE y ligero aumento en el grupo de FGH encapsulados,

sin embargo menor viabilidad celular en el grupo de CE.

Resultados del ensayo de MTT: grupos controles y tercer grupo, día 8.

Figura 42. Gráfica representativa del ensayo MTT de los grupos controles y del tercer

modelo experimental al octavo día, donde se observa una viabilidad celular mayor en el

grupo de FGH y menor viabilidad celular del grupo de CE.
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El ensayo para la evaluación de la viabilidad celular de los 3 modelos
experimentales evaluada a los días 3, 5 y 8 mediante el protocolo del ensayo MTT,

se realizó un análisis estadístico de ANOVA de dos vías (Figura 43) mediante el software

GraphPad Prism Versión 10.3.0 (461) donde se utilizaron las variables de viabilidad

celular (en absorbancia) y los días entre los 3 grupos, donde no se mostró una diferencia

estadística, sin embargo demostrando que el grupo 3 tuvo una mayor viabilidad celular

hasta el día 8 respecto a los grupos 1 y 2..

Figura 43. Gráfica representativa del ensayo MTT de los 3 grupos experimentales en los

días 3, 5 y 8, donde se realizó un análisis estadístico de ANOVA de dos vías.
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6.- Microscopía Electrónica de Barrido

Se caracterizaron los modelos 3D: primer modelo 3D, Segundo modelo 3D y

tercer modelo 3D mediante Microscopía Electrónica de Barrido (SEM),, en los

cuales se identificaron la adherencia de las células de FGH y CE mayormente en

la superficie serosa y menor en la superficie fibrosa en un corte sagital del

andamio descelularizado de pericardio bovino.

Figura 44. Primer modelo 3D, donde se observa sobre la superficie del andamio

con las líneas celulares adheridas desde una vista frontal (A) y una vista sagital

(B).

Figura 45. Segundo modelo 3D, donde se observa sobre la superficie del andamio

con las líneas celulares adheridas desde una vista frontal (A) y una vista sagital

(B).

Figura 46. Tercer modelo 3D, donde se observa sobre la superficie del andamio

con las líneas celulares adheridas desde una vista frontal (A) y una vista sagital

(B).
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7.-Ensayo histológico mediante hematoxilina y eosina

Se realizó caracterización de los modelos experimentales los días 5 y 8:

Cortes histológicos del grupo 1 (Figura 47) teñidos con hematoxilina y eosina.

Microfotografía A) Vista con aumento a 4x, A1) Vista con un aumento a 10x, procesada

después de 5 días, se identifica componente anfófilo homogéneo bien delimitado (PreGel)

que se relaciona íntimamente con haces gruesos y compactos de fibras de colágena con

distintas angulaciones entre sí, y ausencia de componente celular. Microfotografía C) Vista

con un aumento a 4x, D) Vista con un aumento a 10x, procesada después de 8 días, se

observa material bien delimitado con afinidad de tinción anfófila (Hidrogel) relacionado con

tejido conectivo fibroso denso sin presencia de células.
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Cortes histológicos del grupo 2 teñidos con hematoxilina y eosina (Figura 48). Microfotografía A)

Vista con aumento a 4x, A1) Vista con un aumento a 10x, procesada después de 5 días, se

identifican fibras de colágena organizadas en haces delgados y angulados entre con escasa

presencia de células, relacionadas a componente anfófilo (Hidrogel) bien delimitado.

Microfotografía C) Vista con un aumento a 4x, D) Vista con un aumento a 10x, procesada después

de 8 días, se observa matriz de tejido conectivo fibroso denso sin presencia de células con relación

a tejido anfófilo bien delimitado (Hidrogel).
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Cortes histológicos del grupo 3 teñidos con hematoxilina y eosina (Figura 49).

Microfotografía A) Vista con aumento a 4x, A1) Vista con un aumento a 10x, procesada

después de 5 días, se identifica tejido conectivo compuesto por fibras de colágena

gruesas y compactas con escaso componente celular. B) Vista con un aumento a 4x, B1)

Vista con un aumento a 10x, procesada después de 8 días, se observa tejido conectivo

fibroso denso con ausencia de componente celular en la parte central y en la periferia

células de FGH y CE de aspecto ahusado y alargado dispuestas de manera difusa.
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Andamios de pericardio bovino con medio para FGH

Hidrogel TAB
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15. Discusión
En la actualidad la ingeniería de tejidos se ha extendido en el área de biomateriales al
poder generar tejidos faltantes por medio de modelos tridimensionales los cuales buscan
imitar un tejido in vivo.

En el presente estudio se trabajó con modelos tisulares a base de andamios de pericardio
bovino con FGH y CE para imitar la mucosa oral y ser utilizados para la investigación de
biomateriales en odontología. Se utilizaron andamios de pericardio bovino debido a sus
diversas propiedades para ser utilizado como una MEC así como lo reportó Bielli et al.,
(2018) en un estudio in vitro documentó que los tejidos de pericardio de origen bovino son
ampliamente utilizados en la ingeniería de tejidos debido a su estructura de tipo mecánico,
rica en colágeno y en glicosaminoglicanos que funcionan como una matriz extracelular
biocompatible, permitiendo la proliferación y viabilidad celular para ser utilizado como un
andamio. Los andamios pasaron por un proceso de descelularización primeramente por
un proceso de hinchamiento alcalino reversible, seguido de tratamiento con detergente no
iónico y finalmente por un tratamiento con nucleasas para ser utilizados como una MEC,
así como lo documentó Mendoza et al., (2011) en un estudio para la descelularización de
tejidos de pericardio bovino realizó un proceso de hinchamiento alcalino reversible,
seguido de un tratamiento con detergente no-iónico y adicionalmente un tratamiento con
nucleasas donde se demostró una alta efectividad de descelularización del tejido sin
dañar considerablemente la integridad de la estructura y de los glicosaminoglicanos. El
andamio de pericardio bovino del presente estudio se caracterizó mediante el ensayo
SEM donde se observó una superficie acelular de tipo serosa y una superficie fibrosa con
fibras de colágeno así como lo reportó Moharamzadeh et al ., (2008) en un estudio in vitro
con modelos tisulares de pericardio bovino con FGH y CE mediante ensayos de
microscopía electrónica e inmunotinciones observaron la estructura de los andamios de
pericardio bovino presentaban una superficie fibrosa y serosa con fibras de colágeno
posicionadas de manera aleatoria.

En este estudio se optó por utilizar cultivos primarios de FGH en un pase celular 6 a
cuatro semanas de su primer subcultivo y CE en un pase celular 8 a ocho semanas de su
primer subcultivo, ya que estas células están presentes en los epitelios de la cavidad oral.
Donde la literatura menciona que los cultivos primarios deben ser utilizados en sus
primeros pases celulares así como menciona Shwetha et al., (2019) en un estudio in vitro
donde realizó un cultivo ex vivo de mucosa oral, donde llevó a cabo cultivos primarios de
CE, destacando que los cultivos primarios suelen tener características celulares similares
al tejido in vivo, sin embargo, las células de cultivos primarios tienen un límite de vida
reducido denominado Hayflick , que propicia que entren a senescencia. En el presente
estudio se realizaron cultivos primarios de FGH hasta obtener una óptima confluencia
celular y se observó su morfología mediante microscopía óptica que presentaban un
aspecto oval y prolongado así como lo documentó Víctor et al., (2019) en una revisión
bibliográfica donde menciona que los FGH en cultivos primarios presentan una morfología
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fusiforme u ovalada, con un citoesqueleto constituido con microfilamentos de actina y
proteínas denominadas vimentina. En este estudio, para confirmar que eran FGH se
realizó un ensayo de inmunocitoquímica con inmunomarcador vimentina los cuales fueron
positivos así como lo documentó Alfonso et al., (2022) en un estudio in vitro se llevaron a
cabo cultivos primarios de FGH y se caracterización con inmunohistoquímica los cuales
fueron positivos al inmunomarcador vimentina. Además, en este estudio se realizaron
cultivos primarios de CE donde se observó mediante microscopía óptica que tenían una
morfología poligonal y estrellada así como lo documenta Motino et al., (2019) en un
estudio in vitro donde realizaron cultivos primarios de CE donde describieron que su
morfología son de aspecto poligonal , alargadas y planas. Además, en este estudio para
confirmar que eran CE se realizó el ensayo de inmunocitoquímica con inmunomarcadores
AE1/AE3 y KI67 los cuales también fueron positivos así como documentó Gómez., et al
(2019) donde menciona que las citoqueratinas 5-14 y 1-10 son proteínas que se
encuentran en el epitelio oral queratinizado por lo que el inmunomarcador AE1/ AE3 al ser
un cóctel de citoqueratina es positivo a este tipo de células. AlFatlawi et al., (2023) en una
revisión sistemática concluyeron que en once estudios diferentes de modelos 3D de
mucosa oral in vitro utilizaron el inmunomarcador Ki67 que fue positivo a la proliferación
de distintas citoqueratinas en zonas basales y en sus estratos.

Al caracterizar nuestras células y los andamios se realizaron tres grupos diferentes de
modelos tisulares conformados por andamios de pericardio bovino, Fibroblastos
Gingivales Humanos y queratinocitos orales encapsulados en un hidrogel TAB a
excepción del grupo 3. Los modelos se sometieron al ensayo de Yoduro de Propidio los
días 3, 5 y 8 bajo microscopía confocal donde presentó mayor proliferación de ambos
tipos celulares en la capa basal durante el día 5 y decreciendo en el día 8 a excepción del
grupo 3. Además, se observó la morfología de ambos tipos de células presentes así como
lo documentó Colangelo et al., (2023) en un estudio in vitro donde se realizó un modelo
3D con fibroblastos gingivales humanos encapsulados en un hidrogel de ácido hialurónico
realizaron un ensayo con Yoduro de Propidio donde se identificó mediante microscopía
confocal la viabilidad celular de los modelos 3D y de su morfología.

El ensayo MTT demostró la viabilidad celular de los modelos tisulares 3D los días 3, 5 y 8
y de los grupos controles, donde se comprobó que la viabilidad celular más alta fue el día
5 para los grupos 1 y 2 y para los grupos controles de CE, sin embargo la viabilidad
celular decrecía al día 8. Destacando también, que el grupo control de FGH tenían una
mayor confluencia celular en comparación al grupo control del co-cultivo de FGH y CE.
Por último, el grupo 3 experimental siguió viable al día 8 en comparación al grupo 1 y
grupo 2 así como lo documentó Arenholt et al., (1987) en un estudio in vitro donde realizó
un cultivo primario de células de FGH y CE, identificaron mediante ensayos de
microscopía electrónica que las células gingivales in vitro entran en decadencia mitótica
de la segunda a la cuarta semana después del primer pase celular entrando en
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senescencia, destacando que en este proyecto se utilizaron CE epiteliales en un pase
celular 8, o ocho semanas de su primer subcultivo.

Recalcando además que los grupos experimentales y controles se encontraban con una
confluencia celular del 80% al 90% el día 5 ocupando la mayor área de superficie de los
pozos, lo cual podría propiciar una fase estática al momento de llegar al 100% de
confluencia celular así como lo reportó Verma et al., (2020) donde hicieron una revisión
de la literatura sobre características y las etapas del ciclo de crecimiento de los cultivos
celulares in vitro; división celular, crecimiento del subcultivo y el punto de saturación. Los
cuales pasan por 3 vías desde el crecimiento del primer subcultivo hasta aumento súbito
del 90% al 100% de confluencia celular donde las células se encuentran en íntimo
contacto entre sí y sin espacio en la superficie entrando en una fase estática donde el
crecimiento disminuye del 0% al 10%.

En el ensayo MTT el grupo 3 experimental presentó una mayor viabilidad celular el cual
estaba conformado de un andamio de pericardio bovino, FGH y CE sin estar
encapsulados en un hidrogel en comparación a los grupos 1 y 2, además se demostró
que el grupo control de FGH no encapsulados tuvo una mayor viabilidad en comparación
al grupo de FGH encapsulados durante los días 3, 5 y 8. Por lo que se cree que las
estrategias de cultivos con hidrogeles pudieron afectar a la adhesión y viabilidad celular
de los modelos 3D así como lo documentó Fernandez et al., (2021) en un estudio in vitro
menciona que existen diversos factores que pueden alterar el crecimiento celular cuando
las células se encuentran encapsuladas en un hidrogel, como es la plasticidad,
degradación, viscoelasticidad, la fibrosidad, velocidad de relajación ante el estrés y el tipo
de enlaces que contiene.

En este proyecto se caracterizaron los modelos 3D para estudio histopatológico con
hematoxilina y eosina al día 5 y 8 donde se demostró que el grupo 3 tuvo presencia
celular de FGH y CE, al presentar una mejor organización celular más cercana al tejido de
interés, lo que se atribuye que las células al estar encapsuladas no pueden migrar y
adherirse a una superficie serosa como es la del andamio así como lo documentó
Moharamzadeh et al ., (2008) donde caracterizó con H&E modelos tisulares 3D a base de
andamios de colágeno tipo 1 con FGH y CE encapsuladas en hidrogeles donde se
demostrando una escasa adhesión y proliferación celular sobre los andamios de
colágeno.

En el presente proyecto se caracterizaron los 3 modelos tisulares al día 8 mediante SEM,
se observó mayor adhesión de ambos tipos de células sobre esta superficie serosa del
andamio donde se realizó el cultivo celular y menor en la superficie fibrosa así como lo
documentó Moharamzadeh et al ., (2008) en un estudio in vitro donde caracterizó
mediante ensayos de microscopía electrónica modelos tisulares de colágeno tipo 1 con
FGH y CE donde observó una mayor presencia celular sobre la superficie fibrosa debido
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a que habían realizado los cultivos sobre esta superfice. Determinado que la siembra
celular sobre una superficie porosa permite una mayor adhesión y proliferación celular.

Dado a los ensayos y resultados obtenidos fue posible generar modelos 3D a base de
andamios de pericardio bovino con FGH y CE, sin embargo existen diferentes variables
que se deben tomar en cuenta para generar un modelo con las características ideales al
tejido que se requiere obtener.

La metodología empleada de cultivo del grupo 3 a base de un andamio de pericardio
bovino con FGH y CE no encapsuladas permitió la adherencia de estas dos tipos de
células, el cual podría mejorar en un futuro al utilizar cultivos primarios en sus primeros
pases celulares sin ser encapsuladas y así obtener un modelo fidedigno con los estratos
de la mucosa bucal.
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16. Conclusión

Como conclusiones preliminares del presente estudio:
Los resultados reportados en este proyecto de investigación demuestran que los modelos
tisulares 3D a base de andamios de pericardio bovino con FGH y CE de cultivos primarios
tuvieron propiedades de adhesión, proliferación y viabilidad celular que en conjunto abren
posibilidades para en un futuro uso en el área de odontología para la investigación de
biomateriales dentales.

Se evaluó la superficie y estructura de los modelos 3D los días 3, 5 y 8 mediante
caracterización con SEM donde se observó la adhesión y proliferación celular de ambos
tipos de células sobre la superficie serosa del andamio, donde se considera que una
superficie porosa podría tener una mayor adhesión y proliferación celular, igualmente con
el ensayo de yoduro de propidio mediante microscopía confocal y óptica se observó la
presencia y la morfología de FGH y CE y se caracterizaron con el ensayo H&E donde
existió una organización celular del grupo 3 al día 8.

Se realizaron ensayos MTT para evaluar la viabilidad celular de los modelos 3D, donde el
grupo 3 presentó una mayor viabilidad y proliferación celular, en comparación al grupo 1 y
grupo 2 al no contar con células encapsuladas. Donde el grupo 3 presentó una viabilidad
celular al día 3 de .148±03 y al día 8 un incremento a .762±.04.

Destacando también que las células de cultivos primarios deben ser utilizadas en sus
primeros pases celulares para evitar un límite Hayflick y senescencia celular como se
mostró en los modelos experimentales y en el grupo control de CE. Además, se debe
tomar en cuenta las fases de crecimiento de los cultivos primarios para no alcanzar una
confluencia celular prematura, así como también conocer los diferentes factores que
pueden afectar la proliferación, migración y adhesión celular al estar encapsuladas.

.
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