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RESUMEN 

Se estima que cada año miliones de personas en ci mundo quedan con cicatrices en la piel después de 

algiin trauma o enfermedades degenerativas. La ingenierIa de tejidos ha permitido ci desarrollo de 

estrategias donde las metodologias de curación tradicionales no permiten una buena recuperación de 

los tejidos. Estas se basan priricipalmente en el desarroilo de sustitutos de piel usando matrices y 

células, que luego de producido el dano, son implantados. 

Uno de los mode!os celulares mãs utilizados son las células macire mesenquimáticas (MSC), cuyo 

potencial terapéutico es muy grande debido a su capacidad de diferenciación multipotente, facilidad de 

aislamiento desde miiitipies tejidos adultos y secreción de factores de crecimiento (FC). Esta actividad 

trófica de MSC ha emergido como la principal actividad terapéutica de MSC cuando son implantadas. 

Estas observaciones, en conjunto con otras, han permitido dilucidar ci nicho in vivo de MSC como 

pericitos, participando en procesos de homeostasis y reparación de tejidos vasculanzados. MSC 

secretan una gran variedad de citoqumas y factores de crecimiento que median procesos anti-

apoptóticos, angogénicos, inmunoregulatorios y regenerativos, entre otros. Dentro de estos FC, 

algunos han sido descritos ser importantes en aproximaciones de ingenierIa de tejidos, tales como 

bFGF, VEGF, PDFGF, HGF. Sin embargo, hasta lo que sabemos, no se ha descrito la secreción de 

TGF-3 por MSC. TGF-j33 juega un rol cave en la regeneración y calidad de la reparación tisular sin 

la generación de cicatriz. Como MSC son consideradas pericitos, orquestando procesos de reparación 

en tejidos vasculari.zados, se ha propuesto que estas son activadas mediante sefiales de daflo 

indeterminadas hacia una célula medicinal, la cual producirá moléculas bioactivas en ci sitio de la 

herida. Las condiciones que producen la activación especifica de MSC son importantes de investigar. 

Estos factores de activación de MSC han sido descritos in vivo e in vitro como señaies de daflo 

provistas por ci tejido dañado. 

Probablemente estas señales de activación son factores solubles indeterminados, sin embargo las 

seflales producidas por ftierzas mecánicas, mediadas por mecanotransducción, podrian tener un efecto 

en Ia activación de un fenotipo medicinal de MSC, tal como tienen un efecto en la diferenciación de 

MSC. 

En este contexto, se plantea la hipótesis que poblaciones seleccionadas de MSC ais!adas de tejidos 

dentaies en condiciones de cultivo en tres dimensiones (3D), secretan TGF-3 en cantidades mayores 

que en la condición de cultivo en monocapa. Dc este modo, ci objetivo principal de esta tesis será 

estab!ecer las condiciones de cultivo que proporcionen las señales necesarias que indu.zcan a MSC 

adquirir un fenotipo de célula sobre-secretora de TGF-03. Esto permitiria tener una fuente estable de 



producción de este factor pro-regenerativo para ser usada junto con tecnologias de sustitutos de piel 

desarrollados o por desarrollar. 

Para lograr este objetivo se aislaron MSC a partir de tejidos dentales, obteniéndose células con una alta 

capacidad proliferativa y de diferenciación a partir de la papila periapical de la raiz (PRPC). Estas 

células se cultivaron en tres tipos de matrices (alginato, fibrina y polimero a base de 

quitosano/gelatina/acido hialurón)co y fibrina) 

La fibrina es una matriz bioactiva para las células, esta contiene seflales especificas. come,  la secuencia 

RGD, que las células reconocen, especialmente mediante integrinas. En contraste, el alginato es una 

matriz que no contiene este tipo de señalización, por Jo tanto no provee de un ambiente quimico 

adecuado para las células para que estas desempeflen funciones avanzadas mediadas por la interacción 

con la matriz. La comparaciOn de Ia secreción de TGF-133 por células cultivadas en estas tres 

condiciones, nos permitió identificar que el proceso de encapsulaciOn provoco el cambio en la 

secreción, más que la diferente composición quimica de la matriz, mientras que los cultivos en 

monocapa mostraron casi 10 veces menos secreción de TGF-03. Estos resultados muestran que las 

fuerzas mecánicas, junto con cambios en la dinámica de interacción entre la célula y Ia matriz, pueden 

ser señales que activan a MSC hacia un fenotipo medicinal. 

El estudio de estas interacciones se espera sea uno de los pilares en el diseflo de futuras estrategias en 

mgenierIa de tejidos y terapia celu.lar, que sean más eficientes y efectivas en la reparaciónlregeneración 

de tejidos dañados 
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ABSTRACT 

It is estimated that every year, millions of people worldwide are left with skin scars after damage 

caused by trauma or degenerative diseases. Tissue engmeering has enabled the development of 

strategies where traditional healing methods do not allow proper healing of tissues. These are based 

mainly on the development of skin substitutes using scaffolds and cells, which after the damage, are 

implanted. One of the most widely used cell models are mesenchymal stem cells (MSC), which have 

great therapeutic potential because of their multi-lineage  differentiation capacity, ease of isolation from 

multiple adult tissues and secretion of growth factors. This trophic activity of MSC has emerged as the 

main therapeutic activity of MSC when implanted. These findings among others, have allowed 

elucidate a perivascular in i'ivo niche of MSC as pericytes, participating in processes of homeostasis 

and repair of vascularized tissues. MSC secrete a great variety of cytokines and growth factors that 

mediate anti-apoptotic, angiogenic, immunoregulatory and anti-scarring  processes, along with others. 

Among these secreted factors, a few have been described important in tissue engineering approaches 

such as bFGF, VEGF, PDGF, HGF. Nevertheless, as far as we know, it has not been described the 

secretion of TGF-33 by MSC. TGF-I33 plays a key role in tissue regeneration and better quality repair 

without scar tissue generation. As MSC are considered pericytes, orchestrating repair process in 

vascularized tissues, it has been proposed that they are activated by indeterminate injury signal towards 

a medicinal cell that will produce bioactive molecules in the site of the wound. The conditions that 

produce the specific activation of MSC are important to investigate. These activation factors of MSC 

have been described in vivo and in vitro as injury signals provided by damaged tissue. Probably these 

activation signals of MSC are indeterminate soluble or ECM derived factors; however, signals 

produced by mechanical forces, mediated by mechanolransduction, might have an effect on the 

activation of a medicinal phenotype of MSC, just as they have on MSC differentiation. 

Within this context, raises de hypothesis that selected populations of MSC isolated from dental tissues, 

in tridimencional culture conditions (313), secrete TGF-133 in larger amounts than in the monolayer 

culture condition. The main objective of this work was to establish the culture conditions providing the 

necessary signals that can induce MSC to acquire a TGF-3 over-secretory phenotype. This would 

allow for a stable source of production of this pro-regenerative factor, to be used in conjunction with 

skin substitute technologies developed or developing. 
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To achieve this goal, MSC were isolated from dental tissues, yielding cells with high proliferative 

capacity and differentiation from the periapical root papilla (PRPC). These cells were culture in three 

different types of scaffolds (alginate, fibrin and a gelatinlchitosanlhyaluronic/fibrin based scaffold). 

Fibrin is a bioactive scaffold for cells as it contains specific signals molecules, such RGD sequence, 

that cells recognize, especially by integrins. In contrast, alginate is a scaffold that does not contain this 

type of signals; therefore it does not provide an adequate chemical environment for cells to exert 

advance functions mediated by interactions with the matrix. Comparison of the secretion of TGF-133 by 

cells in these three conditions allowed as identifying that the encapsulation process provoked the 

change in secretion, rather than the different chemical composition of the scaffolds, while monolayer 

cultures showed almost 10 fold less secretion of TGF-3. These result shows that mechanical forces 

along with dynamics of cell-matrix interaction can be signals that activate MSC cell phenotype to a 

medicinal cell. 

The study of these interactions is expected as one of the pillars in designing future strategies in tissue 

engineering and cell therapy that are more efficient and effective in the repair/regeneration of damaged 

tissues. 

Vi 



AGRADECIMIENTOS 

A mi esposa, Marisel, por su cariflo y apoyo incondicional. sin ci cual no hubiera sido 

posible emprender este proceso. A mis bebes. Nicolás y Sofia. por darme [a fuerza y la 

razón para buscar siempre mi auto-superación. 

A Don Manuel por darme la oportunidad de trabajar junto a su grupo de investigación. 

por darme la guia. ci apoyo y la confianza para realizar este trabajo. 

A Ia Dra. Caroline Weinstein por su guia y consejos. por apoyar mis ideas y darme la 

oportunidad de crecer en mis aptitudes cientIficas y docentes. 

A Yusser por sus buenos consejos, ayuda y apoyo durante todo este proceso. 

A Cristian, quien también fue parte importante como guia para ci desarrollo de esta 

tesis. 

A Fernando, Elizabeth. Patricio, Angélica, Maria Isabel y a todos en ci Centro de 

BiotecnologIa por su ayuda y además hacerme sentir parte de este grupo extraordinario 

de personas. gracias a todos por los buenos mornentos que pasamos en estos 4 años de 

trabajo. 

A Ricardo y Miguel por su gran ayuda y asistencia en [a realización de este trabajo. 

Agradezco niucho la ayuda del Dr. Maximo Hernandez y a Megasalud por permitirme 

obtener las piezas dentales que me sirvieron de materia prima para reaiizar esta tesis. 

Quisiera también agradecer a Conicyt por ci financiainienlo recibido a través de la beca 

de doctorado, como también a! programa Mecesup por ci financiamiento para la 

pasantia que realice en Alemania. 

vi 



INDICE 

Pag. 

RESUMEN iii 

ABSTRACT iv 

AGRADECIMIENTOS vi 

INDICE GENERAL vii 

INDICE DE FIG URAS x 

INDICE DE TABLAS xi 

INTRODUCCION 
1. Ingenieria de Tejidos 

REVISION BIBLIOCRAFICA 5 
I. Matrices e inmovilizaciOn celular 5 
1.1 Tiposde matrices 6 
1.1.1 Colágeno 6 
1.1.2Gelatina 9 
1. 1.3 Quitosano 7 
1.1.4Alginato 7 
1.1.5 Fibrina 8 

2. Células utilizadas en ingenierla de tejidos 9 
Factores de crecimiento involucrados 
en la reparación de heridas 9 

TCF-13 10 
4. 1 TGF-33 como Lin ageme anti-cicatriz 15 

5. Tratamiento de heridas con factores de crecimiento 16 
6. Células madre is 

6.1 Células madre mesenquimáticas (MSC) 19 
6.2 MSC derivadas de tejidos dentales 21 
6.3 Aislamiento (IC MSC desde tejidos dentales 22 
6.4 MSC en ingenieria de tejidos y ci trataniicnto de heridas 23 

7. MSC v producción (Ic factores de crecimiento 25 

HIPOTESIS 28 

OBJETIVOS 28 

ESQUEMA EXPERIMENTAL 29 

MATERIALES Y METODOS 30 
I. CuItivo celulares 30 

VI 



I . I Licarnento periodontal 30 
1.2 Foliculo periapical de la raiz 3 I 
I.3Encia 31 

2. Separación inmuno-magnética de sub-poblaciones celulares 3 1 
3. CaracterizaciOn de los cultivos 33 

3.1 Diierenciación al linaje adipogénico 34 
3. 1.1 linción con Oil Red 0 34 

3.2 Diferenciación al linaje osteogénico 34 
3.2.111 nción con Alizarin Red 34 

3.3 Diferenciación al linaje condrogénico 35 
3.3.1 Tinción con Safranina 0 35 

3.4 Diferenciación neural 35 
3.5 proliferación y viabilidad celular 36 

3.5.1 Exclusion de azul de tripan 36 
3.5.2 Ensayo colorini1rico WST-1 36 
3.5.3 Ensayo live/dead 37 

3.6 Citometria de ulujo 37 
3.7 Inmuno-citolluorescencia 38 

4. Cultivo en matrices 31) 38 
4.1 En Ii brina 38 
4.2 En alginato 39 
4.3 Cultivo en Sisterna de Iniplante Integrado (SI I) 39 

5. ObtenciOn de medio condicionado 40 
6. l)eterminación del consurno de glucosa 40 
7. Determinación de la producción de lactato 41 
8. ActivaciOn de TGF-33 4 
9. Deterrninación de TGB3 activo mediante Dot-blot 41 
10. ELISA 42 
11. Extracción de RNA 43 

II. I Desde mon ocapa 43 
11.2 ExtracciOn de RNA clesde flbrina, alginato y polImero 43 
11.2 Cuantificación de RNA 44 

12. TranscripciOn reversa 44 
13. Diseflo v sintesis de partidores 44 
14. PCR convencional 44 
15. PCR Tiempo Real 45 
16. Electroforesis en agarosa 47 
17. Análisis estadIstico 47 
18. Análisis de componentes principles 47 

RESULTADOS 49 
Obtención de cultivos celulares a partir de tejidos dentales 49 
SeparaciOn Inmuno-magnética 50 
Caracterización de los cultivos obtenidos mediante 
separación inmuno-magnética 52 

3.1 Morfologia 52 
3.2 ProliieraciOn 54 
3.3 Diferenciación a linajes mesenquimáticas 55 

Deterrninación de la secreciôn de TGF-3 por PRPC-MSC 
cultivadas en condiciOn de monocapa 59 
Encapsulación celular 61 

vu' 



5.1 Encapsulación en aIginato 62 
5.2 EncapsuiaciOn en librina 63 
5.3 Cuitivo de PRPC-MSC en SII 64 

Prolifèración de PR-PC-MSC cultivadas en condiciones 3D 66 
Deterrninación del consumo (le glucosa v la producciOn 
de lactato de PRPC-MSC cultivadas en las condiciones 3D 67 
Secreción de TGF-33 por PRPC-MSC cultivadas 
en las condiciones 30 69 
Expresión génica de TGF-J33 y otros factores de crecirniento 70 
Anälisis dc corn ponentes principales 72 

DISCUSION 77 
1. Tejidos dentales como fuente (IC células madre mesenquimäticas 77 
2. Secreción de TGF-133 por PRPC-MSC cultivadas en monocapa 80 
3. Inducción del fenotipo: células secretoras de TGF-J3 83 

3.1 EncapsuiaciónenAiginato 85 
3.2 Encapsulación en Fibrina 87 
3.3 Cultivo de PRPC-MSC en ci SI! 89 
3.4 Prolileración de PRPC-MSC cii matrices 90 
3.5 Consurno de glucosa y producción de lactato 91 
3.6 Producción de TGF-3 por PRPC-MSC en condiciones 

de cuitivo en 3D 93 
3.7 Expresián génica de TGF-f33 97 
3.8 Expresión de otros lactores de crecimiento 98 
3.9 Anlisis de componentes principles 100 

4. Importancia de TCF-133 en ingenierIa de tejidos 102 

CONCLUSIONES 108 

ABREVIACIONES 110 

BIBLIOGRAFIA III 

Apéndicel 124 
Apéndice II 127 

LISTA DE PU BLICACIONES V PRESENTACIONES 129 

ix 



INDICE DE FIGURAS 

FIGURA I: Estrategias en ingenicria de tejidos para ci tratarniento 
de una herida. 2 

FIGURA 2: Elernentos de la ingenieria de tejidos 4 
FIGURA 3: Mecanisrno tie acción de TGF-13 13 
FIGURA 4: Estructura de TGF-J 14 
FICURA 5: Tejidos dentales de los cuales se puede aislar MSC 21 
FIGURA 6: Princi pales mecanismos de acción terapéutica de MSC 24 
FIGURA 7: Técnica de la separaciOn inmuno-magnética (IC cétulas 32 
FIGURA 8: ELISA sindwich 43 
FIGURA 9: Aislamiento de células a partir de diversos tejidos 

dentaies mediante explante 50 
FIGURA 10: SeparaciOn inmuno-magnética de sub-poblaciones 

celuiares CJ)105 ('D271 53 
FIGURA 11: MorfologIa de sub-poblaciones positivas v negativas 

correspondientes at pasaje 0 después del proceso de separaciOn 54 
FIGURA 12: Corn pa radOn de la capacidad proliferativa entre 

cultivos de células PRPC v PDLC 55 
FIGURA 13: Inducción de la dilerenciacion adipo-, osteo- y condrogénica 

tie cultivos de PDLC v PRPC CD105 CD271' 57 
FIGURA 14: CitornetrIa de flujo de un cultivo de PRPC CD105 CD271 58 
FIGURA 15: lnmuno-citofluorescencia de cultivos de PRPC 

CD105 CD271 para evaluar In diferenciación neural 59 
FIGURA 16: Inmuno-ensavo Dot-Blot 60 
FIGURA 17: Citornetria de flujo para determinar presencia tie TCF-33 

intra-celular en células PRPC-MSC cultivadas en monocapa 61 
FIGURA 18: EncapsuiaciOn de PRPC-MSC en alginato 63 
FIGURA 19: EncapsulaciOn (IC l'RPC-MSC en fibrina 65 
FIGURA 20: Cultivo de PRPC-MSC en SII 66 
FIGURA 21: t'roliferaciOn tie PRPC-MSC cultivadas en monocapa, 

fibrina, alginato y SII 67 
FIGURA 22: Estado metabOiico (IC PRPC-MSC en la condiciones 

de cuitivo analizatlas 68 
FIGURA 23: Cuantificación de La secreción de TGF-I33 por PRPC-MSC 

en las distintas COfl(IiCiOnes de cuitivo 70 
FIGURA 24: CuantificaciOn relativa de la expresión de TGF-03 por 

PRPC-MSC mediante RT-PCR en tiempo real 
en las distintas condiciones (IC cuitivo 71 

FIGURA 25: Anälisis de correlaciOn (IC Pearson 73 
FIGURA 26: Primer Piano Principal 76 
FIGURA 27: Actividad trOfica (IC MSC in t'ii'o 81 
FIGURA 28: ModulaciOn (lei fenotipo final de MSC mediante senales externas 84 
FIGURA 29: Representación esquemtica de la heterogeneidad estructu rat 

de las cápsulas de alginato 86 
FIGURA 30: Polirnerización tie la fibrina 88 
FIGURA 31: Modelo de secreciOn tie TGF-3 proptlesto 103 
FIG URA 32: Cicatrices originadas de incisiones 12 meses después 

de in herida tratadas con TGF-3 106 



FIGURA SUPLEMENTARIA 1: Resultados preliminares obtenidos mediante 
el inmuno-ensayo- dot-blot 111 

FIGURA SUPLEMENTARIA 2: Cálculo del rendimiento de glucosa en lactato 112 
FIGURA SUPLEMENTARIA 3: Proliferación de PRPC-MSC 113 

xi 



INDICE DE TABLAS 

TABLA 1: Factores de crecimiento involucrados activamente en la 
reparación de heridas en la piel I 

TABLA 2: Partidores utilizados para evaluar la expresiOn relativa de 
TCF-03 mediante RT-PCR en tiempo real 46 

TABLA 3: Partidores utilizados para evaluar la expresión de factores 
de crecimiento iniportantes en regeneración/reparación de tejidos, 
mediante RT-PCR convencional 47 

TABLA 4: AnIisis electroforético de los aniplicones generados 
mediante RT-PCR 47 

TABLA 5: Eliciencia del aislamiento de células CDI05 CO271 a partir 
de cultivos celulares heterogéneos aislados (lesde tejidos dentales  52 

TABLA 6: lnducción de La diferenciación adipo-, osteo- y condrogénica 
de cultivos de PRPC v PDLC CD105 CD271 v CDIOS CD271 56 

TABLA 7: Expresión de factores de crecimiento en PRPC-MSC 72 
TABLA 8: Anilisis de contrastes entre variables de acuerdo al análisis 

de componentes prineipales 74 
TABLA 9: Análisis de contribución 75 
TABLA 10: Niveles de algunos factores de crecimiento en tejido 

embrionario y fetal en comparación con tejidos adultos 104 
TABLA SUPLEMENTARIA 1. Cálculo del módulo de Thiele determinados 

a partir (Ic valores reportados niáximos 114 
TABLA SUPLEMENTARIA 2. Cãlculo del mOdulo de Thiele 115 

xi 



INTRODUCCION 

1. IngenierIa de tejidos 

Esta tesis doctoral se inserta en el marco de la ingenieria de tejidos, disciplina que emerge como un 

campo rnuitidiscipiinario en la ingenierla biornédica, y cuyo principal objetivo es lograr Ia 

regeneración de nuevo material biológico para reemplazar tejidos órganos enfermos o daiados. 

Dentro de esta disciplina. se  ha puesto rnucho énfasis en la bãsqueda de iiuevas estrategias para ci 

tratamiento de heridas producidas por daños fisicos y daños asociados a enfermedades. En Ia actualidad 

estas estrategias están enfocadas en Ia bisqueda de una mejor calidad de la reparación del tejido. con 

este fin se han desarroliado metodologias que involucran trasplante autólogo, alogénico y xenogénico 

de células en ci lugar de la herida o en algunos casos de administración sistémica (Caplan, 2007). 

Además se han desarrollado impiantes de matrices de diversos materiales de origen natural y sintetico, 

usados solos o en cornbinación con células de diversos orIgenes (Figura I). 

litilizar matrices en combinación con células es la aproximación que ha generado los mejores 

resuitados y es en Ia cual se basan la mayorIa de las estrategias para mejorar la caiidad de Ia reparación 

del daño tisular. En esta metodologia las células son sembradas en Ia matriz ex vivo antes del implante. 

esperando que con ci tiempo las células sinteticen una nueva matriz extracelular (MEC) a medida que 

la matriz se vaya degradando. Para iograr este objetivo es muy importante que las céluias estén en un 

microambiente favorable. en este caso otorgado por la matriz artificial y las seales producidas en ci 

lugar del impiante. Es por esto que se han empleado distintos tipos de matrices, que difieren en 

composición y forma. en combinación con diversos tipos celulares dependiendo de las caracteristicas 

de la lesion v ci tejido. 
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Figura 1. Estrategias en ingenierIa de tejidos para el tratamiento de una herida. 
El dafio en el tejido puede repararse implantando células directamente en la herida, 
implantando una matriz sintetizada a partir de diversos materiales e implantando Ia 
matriz con las células cultivadas en ella. 

La función de la matriz, sea cual sea su material, es irnitar la función de la MEC, es decir, permitir el 

crecimiento celular y el desarrollo del tejido. La MEC consiste en macromoléculas tejido-especIficas 

que son secretadas por las células para formar una red que funciona como un moide de soporte para 

dare forma al tejido. Esto permite tener un microambiente organizado donde las células migratorias 

pueden desplazarse e interaccionar entre ellas y con otras células estacionarias del tejido. La 

interacción célula-matriz también sirve para iniciar y mediar las respuestas que regulan ci crecimiento 

celular, la migración, la diferenciación, la sobrevivencia celular, la organización del tejido y el 

remodelamiento de la matriz (Peng et al., 2008). 
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La matriz sintética debe presentar ciertas caracteristicas, entre Las cuales se destacan ser tridimensional 

(3D), proveer de una barrera con an apropiado flujo de agua y poseer una red porosa interconectada 

que permita el crecimiento celuiar y ci transporte de nutrientes y deseclios celulares. Además. el 

material de la matriz debe poseer ciertas propiedades de hio-absorción que permitan la correcta 

adheción de Las células, considerando que estas se adherirán de manera diferente a Los distintos 

materiaies de las matrices. de esta manera se activan diferentes vias de señalización que at'ectarán la 

proiiferación, diferenciaciOn y otras funciones celuiares (Caplan. 2007). Por otro lado, La matriz debe 

ser estérii. no tóxica, producir una minima actividad inflamatoria y debe incorporarse permitiendo La 

reparación del tejido de buena calidad cosmética y luncionaL además de faciLitar La angiogénesis. 

Final mente ci tratarniento debe tener ann relación costo-beneficio que permita La comercialización del 

producto bajo parãmetros productivos actuales (Metcalfe y Ferguson. 2007). 

La ingenieria de tejidos de tercera generaciOn considera siempre La incorporaciOn de células al sistema, 

en particular céluias niadre. Por otro Lado se considera ci aporle de diversos factores dc crecimiento que 

contribuirán a mejorar La actividad regeneradora, tanto de las células incorporadas en la matriz. como 

tamblén a Las células propias del tejido dotide se aplica ci impiante. Asi. La ingenierla de tejidos basada 

en estos tres componentes hioiogicos (rnatriz, céluias y factores de crecimiento) permitirá la 

regeneraciOn/reparación de Los tejidos de una manera mucho más eficiente (Figura 2). 

EL marco teOrico que se propone en esta tesis dará cuenta de La posibilidad de unilcar estos tres 

elementos de manera áptima y funcionaL cii particular para La generación de un sistema donde Ia 

matriz provea de La señalizaciOii adecuada para qué células rnadre mesenquimáticas (MSC) secreten 

factores de crecimiento. Por esta razOn se describirán en primera instancia algunos tipos de matrices 

utilizadas en ingenieria de tejidos. luego se abordaran Los distintos factores de crecimiento cuva 

funcionalidad es utiiizada en ingenieria de tejidos, enfocándose en ci factor de crecimiento 

transformante beta 3 (TGF-133) como un agente regenerador de heridas en Ia piel. Luego se describirán 

aspectos generales de células utilizadas en ingenieria de tejidos. en especial MSC, que tienen La notable 

caracteristica de actuar como agentes tróflcos. además dc poseer an alto potencial de diferenciación. 

Finalmente se ahordará la proyección de empiear estos sistemas en La regeneración de heridas cutáneas. 

planteando La utilidad que podrian tener los resultados de esta tesis en ingenieria de tejidos. 
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Figura 2. Elementos de la ingenierla de tejidos. La ingenieria de tejidos combma 3 
elementos fu.ndamentales: células con capacidad mitótica y de diferenciación, en especial 
células madre; matrices que imiten la fiinción de la MEC y factores de crecimiento que 
permitan una correcta funcionalidad celular hacia la regeneración de un tejido en 
particular. 
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REVISION BIBLIOCRAFICA 

1. Matrices e inrnovilización celular 

La inmoviiización de celulas es una herramienta ampiiamente usada en cuitivo celular para ser aplicada 

de diversas inaneras. por ejemplo permitir el crecimiento de lineas celulares y cuitivos primarios en 

sistemas de biorreactores. Por otro lado, ha permitido ci desarroilo dc terapias con células 

inmoviiizadas que podrian ser heneticiosas para ci tratamiento de enlèrmedades como la diabetes, 

hernofilia, cancer y la insuticiencia renal (Orive et al.. 2003). Esta lécnica ha permitido, por ejemplo, el 

trasplante de células madre (Park et al.. 2007: Bensaid ci al.. 2003) v la adniinistraciOn controlada in 

vivo de agentes terapéuticos corno citoquinas y factores de crecimiento (Schmidt et al., 2008). 

Un efecto fundamental de la inmovilización es que las células se encuentran en un microamhiente 

similar a SLI ambiente flsiológico en comparación con los métodos de cultivo tradicionales en 2D 

(monocapa). Más ai:in. si la inmovilizacián de células se realiza en matrices de origen natural como 

colágcno. aiginato y fibrina (Hunt y Grover. 2010), donde se recrea un arnbiente que repre.senta en 

pane la geometria y la quimica de La MEC en la que las células se encucntran naturalmente en órganos 

' tejidos (Vogel y Banevx, 2003). Por eslo no es de sorprenderse que los mélodos tradicionales de 

crecimiento en monocapa sean menus eficientes para ci cultivo de células con lines productivos o 

terapéuticos. 

La rezuIación de la función celular ci crecirniento en tejidos tridimensionales (3D) son areas de 

interés en ci desarroilo de nuevas lécriicas en ingenierla de tejidos. En orden de determiriar ci criterio 

de diseño de estas aproxi mac iones es necesario entender cómo funcionan las complejas vias 

fisiológicas dentro del contexto fisico de céIulas y tejidos. Para que las células respondan a su 

medioambiente se debeii sensar señaies extracelulares para luego desencaderiar la expresiOn o 

represión de genes particulares. Estas seaies extracelulares pueden prornover o restringir la 

proliferación celular, Ia rnigración y Ia difèrenciación. remodelamiento de Ia rnatriz extracelular o 

promover una reorganización de los tejidos. La comprension de corno se regula La seflalización externa 
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permitiri la manipulaciOn de las vias de proliieración y difcrenciaciOn de muclios tipos celulares 

(Eshghi y Schaffer, 2008). 

Las mayores fuentes de señalización extracelular provienen de factores de diferenciación y de 

crecimiento exógenos, naturaleza y organización de la MEC soluble e insoluble. interacciones celulares 

y estrés ambiental inducido por fuerzas de corte y tensiOn, disponibilidad de nutrientes y oxigeno, 

fuerzas mecánicas, entre otras (Barrilleaux et al., 2006). 

1.1 Tipos de matrices 

Las matrices cumplen Lin rol fundamental en ingenieria de tejidos. En general se utilizan para imitar las 

lunciones de la MEC. funcionando COmO Soporte y regiilando la func iOn celular mediante interacciones 

especIficas. Las matrices basadas en análogos de Ia MEC se caracterizan por tener una fracción con Lin 

volumen de porosidad muy alto. Su coniposiciOn quimica consiste principalmente en colágenos lipo I y 

II y copolimeros de colágeno y glicosaminoglicanos (GAGs). Otro tipo de materiales que se utilizan 

para construir matrices con acciOn hiolágica son: polipéptidos. hidroxiapatitas. hialuronato. quitosano, 

alginatos. tibrina. entre otros. Tarnhién se hall utilizado materiales sintéticos como por ejemplo: 

pohglicolida. poliácido y poliláctico colicolida, que gencralmente SC usan en suturas (Metcalt'e v 

Ferguson. 2007). A continuación se describirn algunos materiales de origen natural, que se 

encuentran entre los más utilizados para la inrnovilización celular. 

1.1.1 Colágcno 

El colágeno es una de las protcinas niás ahundantes en los tejidos. Es usado coniiinrncntc como matriz 

celular para ser iniplantada. pies p05cc una bala antigenicidad y prornueve Ia proliI'eracián celular. Las 

matrices de colágeno entrecruzado han sido prefendas debido a una mejor propiedad mecánica y mejor 

estabilidad (Liu ci al.. 2008). 

1.1.2 Gelatina 

La uelatina es una forma hidrolizada del colágeno, formada mediante el rompimiento de su estructura 

de triple-hélice en una de moléculas de hebras simples. Tiene la ventaja. sobre el colágeno. de no 

presentar inmunogenicidad, además es completamente reabsorbida in vivo (Xia et al.. 2004: Dainiak et 

al.. 2010). Un aspecto importante es que retiene la capacidad de señalizaciOn. por ejemplo mantiene Ia 
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señal de adhesion celular arginina-glicina-acido aspártico (RGD). Esta sefial es reconocida por ciertas 

integrinas expresadas en Ia superficie de algunas células, mediando procesos biológicos básicos como 

guiar a las células a lugares apropiados en los tejidos, proveer de anclaje celular y por 61timo contro]ar 

la proliieración, diferenciación y apoptosis (Ruoslahti. 1996). Debido a que la gelatina tiene ntenor 

resistencia mecánica, generalmente se usa en combinaciOn con otros biomateriales (Enrione et at.,. 

2010). 

1.1.3 Quitosano 

El quitosano es on derivado parcialmente deacetilado de la quitina, on abundante polimero natural y el 

mayor constituyente de las conchas de algunos crustáceos. Es on potisacárido lineal consistente de 

glucosamina y N-acetilglucosarnina y es estructuralmente similar a los GAG. Lin importante elemento 

estructural de Ia MEC de muchos tejidos. Este es on biomaterial muy usado en ingenieria de tejidos por 

su biocompatibil idad. hiodegradahi I idad. baja inillUnogeriecidad. habilidad de geli ficación, alta 

capacidad absorhente, capacidad hacteriolOgica-fungistática y ser no toxico in vivo (Xia et al.. 2004; 

Shi et at.. 2006). La versatilidad del quitosano en términos de modiIcación y conibinaciOn con otros 

pot Irneros ha permitido su uso para el desarrollo de una amplia gama de tejidos como hueso. hIgado, 

tejido neural. tejido VaSCLtlar, cartIlago y piel (Shi et at.. 2006). La gelatina y el quitosano han sido 

combinados para sintetizar matrices caracterizadas por tetier una excelente propiedad para ser 

procesadas en matrices porosas. para sit aplicación en trasplante de fibroblastos y queratinocitos y en 

regeneración dérmica (Mao et at.. 2003). 

1.1.4 Mginato 

El alginato es Ufl polisacárido derivado de ciertas algas. tiene Ia propiedad nica de gelificarse en 

presencia de iones divalentes como el calcio. El alginato es uno de los hiomateriales niás utilizado en 

ingenieria de tejidos. Sin embargo este ha sido de interés comercial desde 1930. cuando se 

reconocieron sits propiedades como emulsionador, espesador y estabilizador (Wong. 2004). Este 

biomaterial tarnbién se ha usado desde hace muchos aios para propositos biornédicos, particularmente 

en la fabricación de parches quirirgicos para tratar los exudados de las heridas. Sin embargo el 

explosivo incremento en las aplicaciones hiomédicas comenzaron cuando este material fue reconocido 

como una matriz para la encapsulación e inmunoprotección para el trasplante de células (Wong. 2004). 
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Se han logrado cultivos estables en alginato con varios tipos celLitares como condrocito. células de 

medula ósea, mioblastos, fibrobtastos. células de riñOn, células epiteliales, hepatocitos. entre otras. El 

alginato posee propiedades que to hacen ser una herrarnienta muy iitil en ingenierla de tejidos. Es 

biocompatible con las célutas y el tejido hospedero y sus propiedades fisicas pueden ser maniputadas 

in vitro con cierta facilidad. Cuando ha sido trasplantadojunto con cétulas, se ha visto que las protege 

del ataque del sistema inmune, mieniras permite ci correcto intercarnbio de nutrientes. oxigeno y 

desechos con ci exterior. Además tiene buenas propiedades rnecánicas v elásticas (Ghidoni et at., 

2008). 

1.1.5 Fibrina 

La librina ha sido utilizada extensarnente corno matriz para cétulas de divcrsos origenes. sola o en 

combinación con otros materiates para regenerar tejido adiposo, hueso. tejido cardiaco. cartliago, 

higado. tejido nervioso, tejido ocular, pieL tendones y tigamentos (Eyrich ci at., 2006). Las ventajas de 

la fibrina es que gracias a su rot natural en Ia horneostasis y en la reparación v regeneración de los 

tejidos. posee propiedades biologicas que proporcionan grandes ventajas at ser usada en ingenieria de 

tejidos. Algunas de estas propiedades son: efecto anti bacteriano, ópiimas propiedades de bio-ahsorción. 

interacciones especificas con ciertas poblaciones celulares y permite Ia mi ración. prolileracion y 

diferenciación celular (Eyrich et at., 2006: Carrie ci at., 2003). 

La fibrina es de manejo relativamente sencillo in vitro y SUS caracteristicas fisicas pueden ser 

moideadas para cumplir con los requerirnientos particulares de cada objetivo. Puede modificarse ci 

tamaño de poro, ser usado corno sistema de suministro de factores de crecirniento y modificarse sus 

propiedades de bio-absorción, entre oiras ventajas (Currie ci at.. 2003). 

Los getes de fibrina formados por proteinas plasrnáticas purificadas adquieren estructuras y 

propiedades mecánicas que son muv sirnilares a la matriz in vivo, esto hace que Ia fibrina no sea Una 

matriz pasiva (como por ejemplo to es ci alginato), sino que mantiene muchas de las flincionatidades 

que tiene in vivo. por ejemplo une especificaniente muchos factores de crecirniento y componentes del 

coáguto como fibronectina y acido hia!urónico. Par otro tado. Ia rnolécuia de fibrina tiene dos pares de 

sitios RGD que pueden interactuar con las integrinas. Esta actividad biolOgica la tiace ser una matriz 

atractiva para Ia diferenciaciOn de células rnadre e ingenierIa de tejidos (Janmey et at.. 2009). 
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Ctlulas utilizadas en ingenieria (le tejidos 

Las clulas que se inlplanten jLtfltO con la rnatriz son obviamente un factor fundamental en esta 

estrategia. pues finalmente son éstas las que ejercerán una actividad hiológica especifica, permitiendo 

la recuperación del tejido danado. El tipo celular y su acción biológica van a depender mucho del tipo 

de lesion y del tipo de tejido donde las células son implantadas (Boyce. 2001). El comportamiento que 

tienen las células en la niatriz y en ci lugar del implante es niuy dificil de predecir con exactitud, 

especialmente si las células provienen de cultivos primarios, los que intrInsecamente tienen un 

comportamiento in vitro e in vivo post-implante muy variable, como consecuencia de su intrinseca 

heterogeneidad. especial mente cuando las células tienen Lin estado indiferenciado o inmaduro como 

ocurre en el caso de queratinocitos y células madre. 

Aunque se han utilizado una diversidad de célLilas en el diseño de pie] artificial, jUntO con distintos 

tipos de matrices, no se ha logrado desarrollar substitutos de pie] que irniten la complejidad de Ia 

misma (Liu et al.. 2008). Es por esto que en los Oltimos años se han incorporado en los sisternas de 

matrices diversas células madre (descritas más adelante), buscando con esto mejorar ciertos aspectos 

de funcionalidad (Herdrich et al., 2008: Forbes et al.. 2002: Jorgensen et al.. 2004). Teóricaniente. 

mediante Ia incorporación de células madre se podrian generar de novo todos los componentes de la 

pie] normal. Sin embargo esto estã lejos de lograrse en la práctica. por lo que ci uso de células madre 

proporciona otras ventajas que se rnencioriarán más adelante, como por ejemplo aprovechar su 

capacidad prolileraliva y en al- --Linos casos su capacidad trótica (Caplan y Dennis. 2006). 

Factores de crecimiento involucrados en la reparaciOn de heridas 

Durante ci proceso de reparaciOn se liberan una variedad de thctores de crecimiento en el lugar de la 

herida. secretados por plaquetas y células. Estos factores de crecimiento, junto con otras citoquinas y 

quimioquinas. son cruciales para la coordinaciOn de los diversos tipos celulares durante el proceso de 

reparaciOn. Durante este proceso hay una estricta regulación de estos factores y tamhién del 

microambiente de Ia herida que favorece su actividad. En heridas de carácter leve, el proceso de 

reparación es controlado por la acciOn de estos factores de manera espacio-temporal especitca. Esto se 

conirasta con lo que ocurre en heridas de carácter grave o crOnicas (Grazul-Bilska et al.. 2003). Por 

ejemplo, en quemaduras de segundo y tercer grado, el proceso de inflamaciOn es exagerado 3 prevalece 



en ci tiempo. Corno consecuencia se prodLice Lin ambiente proteolitico generado por las células 

inflamatorias infiltradas en ci lugar de Ia herida y consecuentemente hay una sobre-reeuiación de 

citoquinas pro-inilamatorias que inhiben la progresión normal de Ia reparación. Este ambiente produce 

la degradación y secuestro de varios factores de crecimiento y citoquinas en el lugar de Ia herida, 

inhibiendo su acción (Barrientos et al., 2008). 

Debido a esta desreguiación de la función de los factores de crecirniento en algunos tipos de heridas es 

que se ha estudiado Ia posibilidad de aplicar directamente ciertos factores de creciniiento dependiendo 

del tipo de daño (Tabla 1). La farnilia de factores de crecimiento TGF-13 es de especial iniportancia en 

la reparación de Iieridas. Se ha vinculado a TGF-3 corno un factor involucrado activamente en Ia 

reparación sin forniación de cicatriz. 

4. TGF43 

La faniilia de TGF-f3 está compuesta por casi 50 mieinbros en todo ci reino animal. inciuyendo las 

protemnas morfogénicas de hueso (BMPs). Las proteinas de esta familia tienen una función critica 

durante ci desarrollo embrionario y adernás regulan Lin amplio espectro de respuestas en ci organismo 

adulto. Sus actividades pleiotrápicas illClLiyen inhibición o estimulaciOn de la proTifración celiilar, 

control de la sintesis y degradaciOn de a MEC, control de las interacciones mesenquimáticas y 

epiteliales dLlrante la embriogénesis (Beanes et al.. 2004). También están involucradas en las respuestas 

celulares a los daños, en la angiogénesis, hematopoycsis. quinliotaxis y modulación de las funciones 

inmunes. Todas estas funciones son controladas por los miembros de Ia familia TGF-13 de manera 

contexto-especilica(Jave!aud ), Mauviel, 2004: Flanders et al.. 2003). 

Las isoformas mamileras TGF-01. TGF-f32 y TGF-33. están codilicadas por tres genes distintos. 

estructuralmente son casi idénticas (9 cisteinas conservadas. 76-80% de homologia aminoacidica). Son 

sintetizadas por Lina grail variedad de células incluyendo a las plaquetas. macrofagos. fibroblastos y 

células turnorales (Javelaud y Mauviel, 2004). Las tres isoformas, aunque muv similares en estructura. 

pueden tener distititas funciones. que pueden ser hasta opuestas. dependiendo del contexto en ci cual se 

encuentren. Estos t'actores de crecimiento están involucrados en procesos flsiológicos esenciales tales 

corno ci desarrollo embrionario. dilerenciación, reparaciOn de tejidos y control del crecimiento celular 
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(Flanders et al., 2003). TGF-I33, como las otras isoformas, es claramente tin mediador endógeno 

importante de procesos de crecmiento, mantención y reparación en el desarrollo embrionario, en 

neonatos y adulios. Los efectos farmacológicos observados in vitro e in vivo de TGF-33 exógeno ban 

mostrado que podrIa tener aplicaciones cilnicas en diferentes areas, como en la reparación de heridas y 

qwmioprotección (Mitti et al., 1996). 

Tabla 1: Factores de crecimiento involucrados activamente en la reparación de heridas en la piel. 
Factor Células que los Blanco celular Funciôn En ensayos ciluicos 

secretan para 
Macrófagos, Proliferactón de queratinocitos, 

EGF Monocitos, Células epiteliales fibroblastos y células endoteliales. Ulceras venosas 
Plaquetas  Migración de queratinocitos  

Macr61gos, Células 
Monocitos, endoteliales, Proliferación de queratinocitos, Ulceras diabéticas, 

FGF células queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales. venosas y por presión 
endoteliales, fibroblastos Quimiotaxis y producción de MEC 

Plaquetas 
 

Macrófgos, Células Quimiotaxis de célu Las endoteliales 
fibroblastos, hematopoyéticas, e inflamatórias. Proliferación de Ulceras venosas y 

GMCSF células inflamatorias, fibroblastos, activación de arteriales 
endoteliales neutrófi los, neutréfi los 

fibroblastos 
 

HGH Glándula Hepatocitos, Producción de IGF-1 Ulceras venosas 
pituitaria hueso, fibroblastos 

 

Linfocitos, Monocitos, 
IL-I macrófagos, neutrófilos, Quimiotaxis de neutrófllos, Ulceras por presión 

queratinocitos fibroblastos, monocitos y macrófagos 
queratinocitos  

Plaquetas, Proliferación de fibroblastos y 
macrófagos, Fibroblastos, células de nnisculo liso. Ulceras diabéticas y por 

PDGF células de células de müsculo Estimulación de Ia quimiotaxis, presión 
müsculo liso, liso producción de MEC y contracción 

neutrófi Los 
 

fibroblastos, Producción de MEC, quimiotaxis, 
TGF-3 Plaquetas, hueso, queratinocitos, mhibición de fa proliferación de Ulceras venosas y por 

otras células células queratinocitos y células endoteliales presión 
endoteliales, 

linfocitos, 
monocitos 

 

En general, los TGF-P son sintetizados como pre-pro-péptidos que son secretados desde las células en 

una forma primaria inactiva, tanibién liamado TGF-3 latente (Figura 3). Esta forma inactiva o latente 

consiste en tin dimero de TGF-13 asociado con el pro-péptido N-terminal del precursor de TGF-f3 
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(péptido de latencia o LAP) y la proteina de uniOn a TGF-(3 latente (LTBP). Este complejo TGF-

J3/LAP/Li'BP. también Ilamado complejo laterite mayor (LLC), está asociado con la matriz extracelular 

listo para una liberación del TGF-13 activo (Figura 3). La activación se produce mediante el corte del 

péptido de latencia de manera muv regulada in vivo. Los agentes que producen la activaciOn son los 

microambientes ácidos, plasmina, proteasas tipo plasminasas y Ia interacción con la integrina av136  

(Eslami ci al.. 2009; Flanders et al.. 2003). 

La estructura de estas proteinas ha sido determinada mediante una combinación de resonancia 

magnética nuclear y cristalografla dc rayos x (Figura 4). Los aminoácidos 45 y 47 interact(ian con la 

a2-macroglobulina, una proteina abundante en el suero que se une a las formas latentes de ]'GF-. Los 

arninoácidos 67 y 68 determinan Ia afinidad de las isofornias por Ia protelna ligada a 

glicosilfosiatidiliriositol (GPI) en las células vasculares endoteliales. Los aminoácidos 92-98 regulan Ia 

LifliOli de TGF-13 al receptor tipo II de TGF-13 (TI3RIi) (Flanders et al.. 2003: Mittl et al.. 1996. Figura 

4). 

La señalización de TGF-3 funciona a través de un sistema de proteinas de union y Lin receptor de 

membrana, que puede incluir receptores tipo I y II (TJR! y Tf3RlI. respectivarnente). receptores tipo ill 

(TfRIll o endoglina o CD 105). -glicano (tanibién es Lin TRllI), proteina de anclaje a GPI y BAMBI 

(receptor tipo I truncado natural; Flanders et al-, 2003). La endoglina y ci J3-glicano pueden presentar el 

TGF-[3 al receptor tipo II que se compleja con el receptor tipo I y lo foslorila. Los receptores Tf3RI y 

TfRil son quinasas serinaltreonina transmem bran ales. donde Tf3Rl fosforila moléculas intracelulares. 

La señalización intracelular involucra a la farnilia de proteinas Smad, donde Smad-1 y Smad-2 son 

directarnente fosibriladas por TI3RI  para luego formar Lin complejo coil Smad-4. Este complejo entra 

directamente al niicleo donde interactOa con otros factores de transcripción para regular la 

transcripción. En contraste, Srnad-7 inhibe Ia fosforilación de Smad-2 y Smad-3 en una 

retroalimentaciOii negativa para prevenir ]a sobre estimulación de la célula mediante TGF-I3 (Flanders 

et al.. 2003: Wallace y Hardy, 2005; Figura 3). 
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Figura 3. Mecanismo de acción de TGF-P. Dentro de la célula, el TGF-13 sufre proteOlisis desde el 
C-terminal de su proteina precursora, pero permanece unido no-covalentemente al péptido de latencia 
(LAP), forrnando un complejo pequefio de latencia. Este complejo es exportado desde la célula donde 
se une a la proteina de union a TGF-I3 laterite (LTBP) mediante enlaces de cisteina para formar el 
compleo de latencia mayor (LLC). En esta forma circula extracelularmente. La proteólisis del LLC 
]ibera al TGF-3 lo que permite que se una al dominio extracelular del receptor de TGF-f3. Este receptor 
puede estar contbrmado de hasta 3 polipéptidos dimericos: T3RJ, Tt3R1l y  TI3RIII.  No se sabe si TGF- 

se une solo a TI3RII,  lo que facilitarla Ia fosforilación de TI3RI.  o más bien se une a TI3R1 y  T13R11  
para afectar la fosforilaciOn de TRI. Se sabe que T3RII modula Ia via de sefializaciOn de TGF-I3. La 
fosforilación de TI3RI  activa el dominio intracelular serinaltreonina kinasa que causa la fosforilación 
de R-Smads 2/3. Este complejo se asocia con Co-Smad-4 para translocarse al nicleo. El Smad-7 
inhibe la activación de los R-Smads (Smad- 1-2-3-5 y -8) mediante diferentes mecanismos. En las 
células endoteliales, la uniOn de TGF-P a su receptor fosforila y activa receptores quinasa tipo 
activinas ALK-1 y ALK-5. La señalizaciOn de TGF-13 mediante ALK-5 y la subsecuente fosforilaciôn 
de R-Smad 2/3 ileva a la inhibiciOn de la proliferaciOn y migraciOn de ]as células endoteliales, por otro 
lado la señalizaciOn via ALK-I y R-Smad 1/5 induce la proliferaciOn y migración. Figura adaptada 
desde Flanders et al., 2003, Wallace y Hardy, 2005. 
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Figura 4. Estructura (le TGF-. (A) Estructiira 3D de 1GF433. 
se  muestran los monórneros (cadenas grises y negras) unidos por 
los puentes disulfuro (puntos). (B) Estructura 3D de IGF-13, se 
destacan los aniinoácidos importantes en Ia union de Ia proteina a 
su receptor (Flanders et al., 2003; Mitt! et al.. 1996). 

Los Tf3RI1I no tienen actividad quiriasa, estos tendrian más bien Lin rot de modulaciOn del acceso a los 

ligandos por parte de los receptores tipo I y II y se consideran mós bien proteinas transrnembranales de 

union a TGF-f3. que cstán involucradas de manera importante en la regulaciOn de la acción biológica de 

]as distintas isolormas (Wong et al.. 2000). La endoglina o CDJO5 es una glicoproteina que se expresa 

de manera importante en céliilas endoteliales. se  ha visto que co-inmunoprecipita con T3Rl y/o TI3RII. 

to que sugiere que forma Lin complejo con estos receptores (Wong et at.. 2000: Wallace y Hardy, 

2005). El 3-glicano tiene all homologia con la endoglina, sin embargo es capaz de unirse a las tres 

isoformas. mientras que Ia endoglina sOlo line a TGIF-13 I y  TGF-I33 (Wong et al.. 2000). 
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4.1 TGF-3 como un agente anti-cicatriz 

Dc las tres isolormas de TGF-J3 que han sido identificadas en especies de mamiferos hasta hoy. TGF- 

131 es la quc ha sido más estudiada y la que primero Sc descubi-ió. Se ha visto que tanto TGF-f31 y TGF- 

132 están involucradas principalnienie en la respuesta inilamatoria v por to tanlo promueven Ia 

reparaciOn r5pida quc tennina en Ia ftrmacidn de cicatrices. mientras quc TGF-133 provoca una 

respuesta curativa sin generacion de cicatriz. similar a to que ocurre en tejidos tetales v embrionarios 

([3eanes et al.. 2004). Es por csta razón quc Sc han realizado algunos estLidios en modelos animates 

donde se ha demostrado que TCF-f33 estA directamente involucrado en Ia reparaciOn de las heridas sin 

lorrnación de cicatriz (F-lao et al.. 2008). Aigunos antecedentes quc sugieren qic TGF-133 es un agente 

anti-cicatriz son: 

- Está presente en altos niveles en pie! en desarrollo y en heridas de embriones que se reparan sin 

cicatriz 

- Estã presente en bajos niveles durante la reparación de heridas en adultos 

- Es tardlaniente inducido en ci proceso de reparación de heridas en adultos cuando los niveles 

de TGF-j31 empiezan a decaer 

- La neutralizaciOn de TGF-133 en heridas de organismos adultos hacen que la cicatriz sea de 

menor calidad. 

- La adiciOn de TGF-133 en heridas de organismos adultos reduce o elimina la tbrmación de 

cicatriz 

- La deleción del gen de TGF-133 causa que las heridas en embriones se reparen dejando cicatriz. 

En Ia reparación de heridas de pie! tratadas con TGIF-03) se produce una estimulación de Ia invasion 

celular de fibroblastos hacia el coOgulo de librina lo que tiene al menos dos electos beneficiosos. 

Primero, las células pioneras abren las vias lacilitando la invasiOn celular posterior: Segundo. los 

fibroblastos depositan matriz extracelular de manera tat que restituyen la arquitectura normal de la 

dermis, mientras que las heridas no tratadas muestran un alineamiento de los fibroblastos 

predominantemente cii la interface entre ci coágulo de fibrina y los márgenes de la herida resultando en 

haces paraiclos organizados de colágeno anormal de tejido cicatricial (Ferguson y O'Kanc, 2004). 
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A difereiicia de TGF-l. TGF-f33 no circula en la sangre, no es Liberado por degranulacion de 

mastocitos en el lugar de la herida y probablernente está estrictamente regulado mediante Ia maquinaria 

sintética de los queratinocitos y fibroblastos de Ia piel. Corno se indicó anteriormente. Ia sincronización 

de Ia aplicación de este factor es crucial y se podria hipotetizar que TGF-f33 es uno de los reguladores 

maestros de la regeneración de las heridas (Ferguson y O'Kane. 2004). 

5. Tratamiento de heridas con factores de crecimiento 

Como ya se ha mencionado. el uso de factores de crecirniento especiticos, para el tratamiento de 

heridas crónicas y otros defectos de La piel. es  una aproximación de la ingenierla de tejidos que ha 

tornado mucha fuerza. Esto es principalmeflie por ci hecho que mediante ci uso de estos factores se 

podria de alguna manera regular el proceso de reparación, que muchas veces se encuentra desregulado 

produciendo heridas que no sanan, cot-no es ci caso de algunos tipos de ülceras y formación de 

cicatrices. Otro posible beneflcio de esta aproximaciOn es que se ha visto que una exposición temprana 

de la células involucradas en Ia reparaciOn de una herida a factores de crecirniento particulares pueden 

prograrnarlas para prodLicir resultados a largo plazo muy diferentes (Ferguson y OKane. 2004). Esto 

podria aprovecharse principalmente en evitar que se forme una cicatriz, por ejeinplo aplicando TGF-

133 para permitir una prograrnación de las células involucradas en la reparacion para no producir 

cicatriz. 

En la actualidad solo hay Li n medicamento aprobado por Ia Food and Drug Administration (FDA). ci 

Beciapermin. cuo principio activo Cs PDGF-BB reconibinante. Sit indicación es para ci tratarniento 

de tiiceras de pie diabético mediante su aplicación tópica. Sin embargo. hay muchos estudios clinicos 

en desarrollo que buscan utitizar otros lactores crecimiento. corno VEGF y TGF-03. Juvista es Lin 

medicamento. cuyo principio activo es TGF-f33 y que recienternente tinalizó estudios clinicos en fase 

3. Aunque en estudios clinicos fhse dos hahia rnostrado resultados beneficiosos (Ferguson et al.. 2009), 

en la siguiente Ease no se lograron los resultados esperados 

(http://www.renovo.com/en/products/juvista). En este mornento los autores del estudio están 

analizando los resultados para huscar las razones de por qué no se cumplieron las variables de eficacia 

primaria y secundaria. 
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Las razones que otros autores argumentan del por qué la aplicación tOpica de factores de crecimiento 

no ha dado los resultados esperados son por ejemplo. la degradación de las proteinas producida por el 

ambiente proteolitico de las heridas, especialiiiente las crónicas. Este prohiema se ha tratado de 

sobrcllevar mediantc terapia gëllica y otros sisternas de suministro. como por ejemplo polImeros con 

faciores anclados a su superficie que permiten una liheración sostenida. Sin embargo estos sisternas no 

han tenido el éxito esperado (Davidson. 2008). 

Los factores de crecirniento recombinantes son herramientas bãsicas en ingenierIa de tejidos, sin 

embargo estos pueden ser extremadamente costosos y aim rnás importante. tener una actividad 

biológica insuficiente in vivo (Robson ci al., 1998). Las condiciones in ViV() son nlLLcho más complejas 

y muchas variables alctari notoriarnente la actividad de estas protemnas, tales como proteOlisis. vida 

media no suficiente para ejercer su actividad, nula interacción con la MEC, patrones de glicosilación 

no adecuados y faita de acción sincrOnica con otros factores de crecimiento (Lee et al,, 2011). 

El tiempo en ci cual se aplica ci tratarniento en Ia herida es muy importante. Se ha visto que los 

mejores resuitados se obtienen dentro de las primeras 48 hrs de ocurrido ci daño (Ferguson y OKane. 

2004). Sin embargo. la maduración complela de la cicatriz en ci hombre demora hasta 6 rneses. lo que 

posibilitaria que tratanlientos tardios tengan todavIa un efecto positivo sobre la fonnación de Ia 

cicatriz. Ciertos procesos que ocurren en Ia herida son crIticamente importantes de detener lo rnás 

pronto posible. como es ci caso de la producción de TGF-131, ci que es liberado casi inrnediatamente 

ocurrido ci daño. desencadenando la respuesta inflamatoria y por consiguiente los procesos rio abajo 

que lievarian a la formación de cicatriz. Por otro lado Ia rápida adrninistración de fèctores de 

crecimiento como TGF-33 tendria electos positivos en ci desarrollo final de la curación de una herida v 

la formación de cicatriz. 

Es por estas razones que ci desarrollo de tecnologias que pennilan incorporar una I'orma de liberar 

factores de crecimiento como 1'GF-3 en las heridas es de vital importancia para sobrepasar los 

problemas que tienen los actuales substitutos de piel. Como se rnencionO anteriormente. también se 

está poniendo éiifasis en ci uso de células madre en ingenierla de tejidos. La propuesta abordada en ci 

desarrollo de esta tesis tiene relación Con estos dos aspectos. es  decir utilizar células madre como 

productoras de factores de crecimiento. especIticamente TGF-f33. para incorporarlas eventualmente en 
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Lin sistema de substituto de pie]. Esto permitirla tener una fuente de liberación prolongada del factor de 

crecimiento desde el lugar de La herida, aprovechando las caracterIsticas particulares de este tipo de 

céiulas. Además, en este sisterna se lograrla una liberación prolongada del factor de crecimiento, bajo 

el control de la célula, donde dependiendo de las condiciones intrinsecas del tejido puede ser activada 

para liherar el factor o suprimir su producción. 

6. Céiulas madre 

Las células madre (tamhién Ilamadas células troncales) son células no especializadas que poseen una 

habilidad significativa para autorrenovarse y además, dar origen a células diferenciadas especializadas 

cuando reciben las seales adecuadas. Esto es posible gracias a que poseen la capacidad de dividirse 

asimétricamente, de tat forma que una de las células hijas mantendrá la caracterIstica de célula 

indiferenciada y la otra célula lija estará comproinetida para dilerenciarse a aigin linaje celular rnás 

especializado (Knoblich. 2008). 

Las célutas madre se pLieden clasificar segin su origen. AsI se pueden distinguir dos grandes grupos. 

aquellas que están presentes en tejidos embrionarios y aquellas presentes en los tejidos no 

embrionarios, en adelante, célLilas madre adultas (CMA). Estas (iltimas pueden ser pluripotentes, 

muitipotentes. oligopotentes o unipotentes. Existen tantos tipos de CMA como tejidos distintos. asI se 

han encontrado CMA en La medula ósea, sangre periférica, cerebro. tejidos dentales, vasos sangulneos. 

rn(isculo esquelético, epitelio de la piel, sistema digestivo, tejido adiposo, cornea, retina, hIgado, hueso, 

pncreas y loliculo piloso. entre otros (Murielle et at.. 2008; Jo et al.. 2007: Wagers y Weissmann. 

2004). 

Es importante destacar que todos los sistemas de CMA existen apara asegurar que cuando las células 

dentro de Lin tejido expiran naturalmente. puedan ser reemplazadas expeditamente para proveer de un 

balance tisioiógico en ci organismo. 'loda célula en ci cuerpo tiene una vida que varla entre algunos 

minutos a muchos años dependiendo de Ia célula. La expiraciOn dc ciertas células permite qie el tejido 

se rejuvenezca a si mismo y provee at tejido de los mecanismos para cambiar lentamente SUS 

propiedades en iunción de La edad v de SLI uso. Por to tanto, las CMA son La fuente de las partes de 

reemplazo de unidades vencidas. pero tarnhién sirven como fuentes de reserva celular para tejidos 
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danados o comprometidos que requieran una reparación o regeneración más extensiva (Caplan y 

Dennis. 2006) 

A no ser que estén respondiendo a señales producidas por alg(in trauma. las CMA se dividen con baja 

irecuencia in vivo para mantener la horneostasis dentro de los tejidos en los cuales residen. Por esta 

razn (as CMA residen en nichos especificos donde son expuestas a distintas seales microambientales 

para mantener su estado indiferenciado. Después de un dano al lejido donde residen. se  producen 

senaTes especIficas que promueven que las CMA adopten Lin programa de diierenciación hacia algim 

tipo celular especilico del tejido. 

Por mucho tiempo se pensó que las CMA solo podlan dar origen a células pertenecientes a] tejido 

donde se encuentran. Sin embargo. se  ha descrito que. tanto in vivo como in vitro. que las CMA pLieden 

dilerenciarse a células de otros tejidos totalmente distintos del cual se aislaron (Wagers y Weissmann. 

2004). A este ienOmeno se le ha denominado plasticidad celular, concepto que sugiere que la 

detemìinación de linaje de una CMA no estO detinido rIgidamente sino que puede ser flexible (Wagers 

y Weissmann. 2004: Somoza et al., 2008). En consecuencia. ci potencial terapéLitico de las CMA se 

ampliarla. y su uso en terapia celular e ingenieria de tejidos para ci tratamiento de distintas 

enfermedades y daños a los tejidos seria mOs factibie debido a las pocas o nLllas restricciones hioéticas 

relacionadas con su ohtención. 

6.1 Células madre mesenquimáticas (MSC) 

Las MSC son Lin tipo de CMA que se aisian principalmente a partir de la médula ósea y tejido adiposo. 

sin embargo se han aisiado de otros tejidos como ci cordon umbilical. mOsculo esquelOtico. pie], sangre 

periférica, membrana sinovial, placenta y dientes (Mingueli et al.. 2001; TL1an et al., 2002: Huang ci 

al.. 2009: Jo et al., 2007: Herclrich y Liechty, 2008). Estas células pueden ser expandidas ex vivo e 

inducidas, tanto in vivo como in vitro, a dilerenciarse hacia todos los fenotipos maduros del linaje 

rnesenquirnático: adipocitos. osleocitos. condrocitos. miocitos, tenocitos estroma de soporte 

hematopoyético (Dominici et al.. 2006: Mingueli ci al.. 2001). 

En las Oltimas décadas se ha generado Lin gran interés en estas células debido a que poseen ciertas 

caracteristicas que las hacen ser una herramienta apropiada para utiiizarse en distintos tipos de terapias 
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celulares para diversas enfermedades. corno tarnbién en la ingenierla de tejidos (revisado en Sornoza y 

Rubio. 2012). Estas caracteristicas son: 

• Fácil obtención desde ci propio paciente 

• Rapida expansion en cultivo 

• No son teratogénicas 

• Son parte del sisterna de reparación natural de diversos tejidos 

• Se pueden diferenciar tanto in vitro corno in vivo a diversos linajes celulares, incluidos los 

mesenquimáticos y otros como el neural (transdiierenciación) 

Son poco inmunogénicas 

• Son inrnunomoduladoras 

• Son mediadores trOficos, es decir son capaces de secretar distintos factores de crecirniemo y 

citoquinas para permitir la rnodulaciOn de la flsiologia del tejido donde residen y en ci cual 

están ejerciendo una acción reparadora (Caplan. 2009: Somoza et al., 2008. 2010; Tuan et al.. 

2002). 

Una de las funciones mãs importantes y substanciales de las MSC es secretar cantidades importantes 

de nioléculas bioactivas en respuesta a su ambiente local o su estado de actividad. Los factores que 

secretan ejercen diversas funciones que van en beneficlo de la reparaciOn de los tejidos frente a daños 

otras acciones moduladoras. Por ejemplo. los factores secretados inhiben la apoptosis y limitan ci 

campo del daio, inhiben la fibrosis. estirnulan Ia angiogénesis. estimulan la mitosis de progenitores 

especificos e intrinsecos del tejido y modulan la respLiesta ininune. entre otras funciones (Meireiles et 

al.. 2009; Caplan. 2009). 

La gran cantidad de tejidos desdc los cuales se han aislado MSC ha lievado teorizar que estas células 

tienen un origen rnás bien vascular, es decir, residirian en todos los teidos asociadas a los vasos 

sanguIneos corno pericitos. Esto perrnitir[a que estuvieran disponihies inmediatamente después de 

algOn daño al tejido para ejercer su acción reparadora (Caplan y Dennis, 2006; da Silva Meirelles, 

2006: Crisan et al.. 2008). 
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Recientemente se han descrito células tipo MSC en tejidos dentales (Huang et at., 2009; Spath et al., 

2009; Jo et al., 2007). Aunque recientemente se están estudiando las propiedades terapéuticas de estas 

MSC, se ha demostrado que son capaces de diferenciarse a diversos tejidos y que expresan los 

marcadores caracteristicos de MSC. Esto hace que estas MSC tengan cierta ventaja sobre sus 

contrapartes de la medula ósea, principalmente a su fácii obtención desde piezas dentales después de su 

extracciOn y su gran capacidad proliferativa y de diferenciación (Jo et al., 2007). 

6.2 MSC derivadas de tejidos dentales 

Para el objetivo de este trabajo se pianteó utihzar MSC derivadas de tejidos dentales. Una pieza dental 

contiene 4 sitios de donde se pueden aislar MSC, estos son: ci tigamento periodontal, desde ci foliculo 

periapical de la raiz, desde la pulpa y desde el tejido gingival (Jo et al., 2007; Figura 5). 

Figura 5. Tejidos dentales de los cuales se pueden aislar MSC. Ligamento 

periodontal (A); Folicuto apical de la raiz y encla (flecha) (B); Pulpa (C) 

La mayoria de las personas tendrán que extraerse los terceros molares (o mueias del juicio) en algiin 

momento de sus vidas, esto perinitiria tener una fuente de MSC mucho más accesible que la medula 

ósea. Las céiutas que componen estos tejidos esthn sujetas a aitas fuerzas de tension, esto supone un 

mejor comportamiento at cuitivarlas en matrices y en sistemas de biorreactores, donde las fuerzas de 

tension sobre las céluias son mayores que en et caso de cultivos en 2D (monocapa) (Huang et at., 2009; 

Pinkerton et at., 2008). Ott-a ventaja de utilizar células aisiadas de tejidos dentales es la alta tasa de 

recambio, principalmente ci tejido periodontal (Xu et al., 2009). Por lo tanto, se podria esperar que 

MSC presentes en estos tejidos pudieran tener una mayor velocidad de crecimiento que MSC 

proveniente de otras fuentes. Otro aspecto importante, es que se ha descrito que los tejidos de la 
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cavidad oral tienen Ia caracterIstica 6nica de repararse con la minima o casi nula generaciOn de cicatriz 

(Metcalfe y Ferguson, 2007: Cates. 2008. Eslami et al...  2009). Eslami et al., demostraron que esta 

caracteristica está mediada por la integrina avf36 y su interacciôn con TGF-3, el cual se encuentra en 

mavores cantidades en la niucosa oral en comparaciOn con Ia piel. Este antecedente, junto a los 

mencionados anteriormente. hacen de las MSC aisladas desde tejidos dentales huenas candidatas para 

ser usadas en ingenieria de tejidos. con la finalidad de aprovechar su eventual actividad trófica 

regeneradora. 

6.3 Aislamiento (le MSC desde tejidos dentales 

Las MSC expresan distintos marcadores de superficie, algunos de los rnás utilizados para su 

caracterización son CDIO. CD13. CD29. CD44, CD51, CD73. CD90. CDI05. CDI06, CD146, 

CDIoÔ. STRO-l. CD271. SSEA-4 y c-SMA. entre otros. A Ia vez que son riegativas para CD14. CD34 

y CD45 (Jarocha ci al.. 2008; Bullring et al.. 2007: Koliet al.. 2007). El aislamiento de MSC desde Ia 

medula ósea puede realizarse mediante Ia expansion de células adherentes, sin embargo esto no es 

aplicable al aislamiento de MSC desde tejidos dentales, pues en estos hay diversos tipos celLilares que 

tienen la capacidad de adherirse a la placa de cultivo. Por esto es necesaria Ia selección de poblaciones 

especificas de células basada en la presencia o ausencia de marcadores de superficie especificos de 

MSC (Herdrich y Liechtv. 2008). Ciertas sub-poblaciones han probado teller propiedades ventajosas en 

comparacion COfl la poblaciOn total. Por ejemplo. células aisladas desde cultivos de MSC en función de 

Ia expresiOn de los marcadores CD271 y C[)105 tienen 4 veces mayor capacidad clonogénica (CFU-F) 

que la población heterogenea dc la cual proventan. junto con mejores capacidades de diferenciación 

hacia algunos linajes. Además estos dos marcadores se expresan en MSC aisladas de varios tejidos v 

han sido utilizados sistemáticamente para caracterizar los cultivos de MSC (Jarocha et al., 2008; 

Buhring et al.. 2007: Quirici et al.. 2002). 

CD271 se conoce tamhién Corno ci receptor de baja at'inidad del factor de crecimiento nervioso 

(LNGFR). a pesar que es una proteina putativa del sistenla nervioso. se  ha dernostrado que MSC lo 

expresan hasalmente Sin estar comprometidas nccesariarnente hacia ci linaje neural. Esto no es algo 

f'uera de lo comOn. pues también se ha visto que estas célula.s expresan otros marcadores del linaje 

neural en estado indiferenciado como es ci caso de Nestina, GFAP. NF-M. v GaIC (Sornoza et al.. 

2008). 
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Corno se describiO anteriormente. CD 105 es una proteina transmembranal asociada con los receptores 

de TGF1L denominada tamhién endoglina o fl3Rlll. Su expresión en MSC puede estar directamente 

relacionada con la capacidad de estas células de diferenciarse a células capaces de secretar MEC como 

son los osteoblastos y condrocitos. El hecho que MSC expresen CDI05 sugiere que parte de su 

actividad hiológica podrIa estar regulada por Ia acción de las isoformas de TGF-. En efecto. TGF-f31 y 

TGF..I33 son señales que producen la diferenciación de MSC a condrocitos y ambas isoformas se unen 

a TOR I1J (Wong et al., 2000). 

En general se sabe que TGF-13, como otros factores de crecirniento, ejerce una acción autocrina sobre 

las células que lo secretan, estiniulando su propia sintesis (Barrientos et al.. 2008). Es por esto que Ia 

selecciOn de MSC basada en la expresión de este marcador podria permitir teóricamente obtener 

células con Ia capacidad de producir TGF-J33. Por otra parte la selección de células CD271 . permite 

recuperar aquellas que manifiestan una mayor capacidad proliferativa.I'eniendo en cuenta estos 

antecedentes, en esta investigación se seleccionaron sub-poblaciones de MSC aisladas de tejidos 

dentales basándose en la expresión de estos dos marcadores. 

6.4 MSC en ingenierla (le tejidos y ci tratamiento de heridas 

Dehido a las caracteristicas de las MSC, hay numerosos estudios donde se hall utilizado en ingenieria 

de tejidos para la reparación de hiteso, cartilago. tendon, ni(sculo v piel. con resultados positivos en 

modelos anirnales (Caplan 2007: Tuan et al., 2002). El uso de MSC en ci tratarniento de heridas ha 

dernostrado tener buenos resultados. como Ia capacidad de acelerar la reparacion en modelos animales 

y en humanos. El mecanisnio mediante el coal Ia administración terapéLitica de MSC puede mejorar Ia 

reparación de una herida no ha sido determinado con precision, sin embargo se piensa que ellas actOan 

medianle mi:iltiples mecanismos (Figura 6), incluyendo la diferenciación celular. eIictos paracrinos 

niediante la producción de factores de crecimiento, citoquinas y quirnioquinas, producciOn y 

mantenciOn de MEC, rnodulación del sistema inmune y contracción de la herida (Herdricli Liechty. 

2008). Mediante estos mecanismos también pueden aurncntar el reclutaniiento de células al lugar del 

dao. estirnular la angiogénesis y mejorar la sobrevida y  la funciOn de células endOgenas en la herida 

(Meirelles et al., 2009). 
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Figura 6. Principales mecanismos de acción terapéutica de MSC. Se cree que la principal 
actividad biológica de MSC es mediante la secreción de diversos tipos de citoquinas y factores 

de crecimiento. El tipo de factores secretados dependerá de la condición microambiental donde 

se encuentren las células (Figura adaptada de Meirelles et al., 2009). 

Se ha visto por ejemplo, que MSC derivadas de medula ósea producen efectos positivos en la 

reparación de heridas en ratones normales y diabéticos permitiendo una mejor re-epitelización, 

infiltración celular y la angiogénesis. Por otro lado las heridas tratadas con MSC exhiben una mayor 

regeneración de esiructuras diferenciadas formadas por queratinocitos endógenos, lo que sugiere que 

factores paracrinos secretados por MSC en la herida juegan tin rol fundamental en la reparación yb 

regeneración del tejido (Wu et al., 2007). 
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7. MSC y producción de factores de crecimiento 

En un principio, ci interés por las MSC surgiO principalniente por su capacidad de diferenciarse no solo 

a los distintos linajes rnesenqwrnaticos, sino que adernás por su capacidad de diferenciarse a muchos 

otros tipos celulares de distintos tejidos, es decir SI! plasticidad. Surnándose también al hecho que su 

aislamiento desde tejidos como Ia niédula ósea y ci tejido adiposo es relativamente sencillo y que 

adernás se ha observaclo que tienen propiedades inmuno-moduladoras y son poco inmtmogénicas. Sin 

embargo recientemente se ha deniostrado que la eticacia de las MSC en terapia celular también está 

relacionada COfl Ia producción de diversos factores de crecimiento que juegan un rol en Ia coordinación 

y regulación de los procesos celulares implicados en Ia remodelación del tejido dañado (Liu et al.. 

2006). produciendo efectos protectores y estimulando la pohlación residente de células madre en un 

tejido en particular. 

Todas las células secretan varios agentes bioactivos que reflejan SI! estado funcional v la influencia del 

microambiente en donde están. Claramente a medida que las MSC progresail hacia un lenotipo. la 

cantidad y tipos de factores bioactivos secretados cambian a medida que las células entran a nuevos 

estados de linaje. El patron y cantidad de tales factores secretados linalmente gobiernan ci estado 

luncional y fisiolOgico de las mismas células que los secretan como tamhién a las células que se 

encuentran cercanas (Caplan y Dennis, 2006). 

El amplio potencial secretor y la falta de iocaiizaciOn substancial de MSC sugieren que cuando son 

infundidas sistémicamente ejercen un efecto terapéutico mediante la IiberaciOn de citoqulnas que 

act(ian localmente, v quizés a distancia en los tejidos. Más que servir como células madre para 

regenerar los tejidos. como se propuso originalmente. en aigunos casos ellas sirven como fábricas 

celulares que secretan mediadores para estirnular la reparación de los tejidos o modular ci ambiente 

local para lograr otros efectos beneliciosos (Caplan y Correa. 2011). 

Se ha observado que ci tejido Iltente de MSC puede ser importante en determinar Ia actividad 

biológica. Las MSC han sido aisladas a partir de muchos tejidos y la exprcsión génica parece reflejar al 

tejido desde ci cual las céluias fueron aisladas. Estos datos sugieren una heterogeneidad biolOgica 

relevante dentro de las MSC en diferentes tejidos, posiblemente incluvendo distintos perfiles de 
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expresión de citoquinas. asi diferentes Fuentes de teido pueden estar especialmenie bien posicionados 

Para aplicaciones clinicas especflcas. En este sentido, es importante destacar que Litilizar MSC aisladas 

desde tejidos dentales podria ser favorable para obtener células capaces de secretar factores corno 

TGF-33 para Ia reparaciOn de heridas de mejor calidad, corno se ha visto que ocurre en algunos tejidos 

dentales (Metcalfe y Ferguson. 2007. Eslarni et al., 2009). Se ha visto que la terapia celular de ciertas 

enlermedades y daños a los tejidos utilizando MSC de diversas fuentes ha tenido resultados 

prornisorios. especialmente en lo qLte se refiere a regeneración de tejidos. efectos anti-cicatriz y 

angiogénesis y que estos efectos están relacionados más bien con un efecto trófico, Inds que por un 

efecto de reemplazo celular (Caplan y Correa, 2011; Meirelles et al.. 2009: Horwitz y Prather, 2009). 

El aislaniiento y [as condiciones de expansion del cultivo corno la densidad de sembrado. ci niedio de 

cultivo. Ia SLIP] ementaciOri de sLicro y la extension de Ia expansion ex vivo. pueden impactar 

signiticativamente la expresiOn génica. inciuyendo la expresión de citoquinas. Más aim. cultivos en 3D 

en contraste al cuitivo convencional en monocapa pimede generar MSC con perfiles de expresiOn de 

citoquinas (inicos. Estas observaciones sugieren que los protocolos de procesamiento y cultivo in vitro 

pueden ser moditicados para aurnentar o reprirnir la expresión de genes especIficos cr1 orden de 

optimizar el perfil de citoquinas para una indicaciOn clinica en particular (Horwitz y Prather. 2009). 

Se ha comprobado que MSC cultivadas in vitro secretan varias citoquinas (incluyendo factores de 

crecimiento) corno VEGF. bFGF. IL-6. PIGF (factor de crecimiento de placenta), EGF, LiF. varias 

interleuquinas. enire muchas otras citoquinas (Kinnaird et al.. 2004: Park et al.. 2007). Sin embargo los 

niveles de secreciOn en algunos casos son relativamente bajos para poder teller un uso terapéutico 0 en 

ingenieria de tejido. pero preSefltafl la ventaja que en ciertas condiciones, esta secreción se mantiene 

estable durante el tiempo (Kagiwada et al.. 2008). Dada Ia importancia que tendrIan los factores 

secretados por MSC. es  de especial interés aplicar la capacidad trOfica de estas células con fines 

terapéliticos, sumándole a sits propiedades corno células niadre. 

En esta investigaciOri se propone que la capacidad de una MSC de secretar estos cornponentes 

bioactivos se podria manejar in vitro. al  igual como se estimula Ia diferenciación a distintos linajes 

celulares. produciendo una activaciOn de MSC a un fenotipo sobre-secretor de algimn factor de 

crecirniento en particular, en este caso de TGF-f33. Esto se puede manejar mediante señales especiticas 

26 



que estimulen la generación del nuevo fenotipo. Esta aproximación tendrIa ciertas ventajas con 

respecto a generar una célula sobre-secretora mediante ingenieria genética. primero porque manipular 

genéticamente este tipo de células es posible, pero los rendimientos son rnuy bajos y su naturaleza de 

cultivo primario las hace muy dificiles de trabajar. Además los niveles de secreción que se pueden 

obtener manejando de manera "epigenética" la adquisicion de este fenotipo u otro pueden estar muy 

cercanos a lo que se lograrla mediante modificación genética (Hao et at.. 2008; Somoza et at., 2010; 

Acevedo et at.. 2010). Por otra parte el uso de células genéticamente modificadas para ser implantadas 

en el paciente tiene todavia muchos aspectos relacionados con su inocuidad que no han sido 

deterrninados inequfvocamente por to que su uso no está clinicamente aceptado. 
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HIPOTESIS 

Pobiaciones seleccionadas (Ic células madre mesenquimãticas secretan mayor cantidad de TGF-

03 cuando son cultivadas clentro de una rnatriz tridimensional (3D) comparado con ci 

crecinhiento en condiciones convencionales de cultivo en monocapa. 

OBJETIVOS 

Objetivo general 

Estudiar las condiciones de crecimiento que permitan que células madre seleccionadas 

incrementen la secreción de TGF-03 con respecto al cultivo convencional en monocapa 

Objetivos especificos 

Obtener, aislar y seleccionar MSC con capacidad proliferativa y de diferenciaciOn desde cultivos 

de células de tejidos dentales. 

Deterniinar secreción de TGF-I3 por MSC cultivadas en monocapa 

Establecer las condiciones de cultivo en tres dimensiones (31)) que pernhitan que MSC de origen 

dental seleccionadas, sobre-secreten IC F-p3. 
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MATERIALES V METODOS 

(Objetivo 1) 

1. Cuitivos celuiares 

Las células para cultivos celulares se aislaron desde tejidos dentales humanos a partir de dientes que 

han sido extraidos por razones de ortodoncia y que eran material de desecho, previa firma de 

consentirniento informado por el paciente. 

1.1 Ligamento periodontal: las células aisladas de este tejido Sc denorninan células del ligamento 

periodontal (PDLC). El ligamento periodontal se obtiene desde ci tercio medio de Ia supert'icie de la 

raiz (Figura 5A). La pieza dental se recibe inmediatamente después de haher sido extraida en tampon 

fosfalo salino (PBS) pH 7.4 (Hyclone Thernio Scientific, EEUU) suplementado con antibiOtico 

(estreptomicinalpenicilina) 100 ug/ y 100 U/mI respectivarnente (Gibco. EEUU). En un gabinete de 

Bioseguridad (Forma Class 11 A2, Thermo Corporation, EEUU), Sc procesa ci tejido raspando 

mediante ci uso de un bisturi Ia secciOn de la pieza dental donde se encuentra ci mismo, se lava tres 

veces con PBS con antibiótico y luego ci tejido se corta en pedazos de aproximadamente 1-2 mm y se 

siembra en placas de cultivo de 10 cm2  en medio de cultivo DMEM (1-lyclone Thermo Scientific, 

EEUU) suplernentado con suero fetal bovino (SFB) (Biological industries. Israel) y antibiOtico (Medio 

completo). La placa se mantiene en un incubador (Thermo Forma Direct I leat CO Incubator, Thernio 

Scientific. EEUU) a 37°C. 5% CO2  en ambienie humiditicado. El tejido (explante) en el rnedio de 

cultivo completo se mantiene en el incubador por varios dIas hasta que se observen al microscopio las 

células creciendo fuera del explante. Una vez que ci cultivo se encuentra a un 80% de confluencia las 

céiulas se despegan de Ia placa de cultivo con tripsina 0.25% (ply). EDTA 2,65 mM (Gibco. 

Invitrogen. EEUU) (tripsinizaciOn) y se cuentan en cámara de Neubauer niediante la técnica de 

exclusiOn cciular con azul de tripán (Gibco, invitrogen. EEUU). El cultivo se expande hasta obtener un 

ntimero adecuado de células (aproximadamente lxl0 células) para realizar los experirnentos 

posteriores. 
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1.2. Foliculo periapical de la raIz: Las cëiuias aisiadas de este tejido se denorninan células del 

loliculo periapical de Ia raiz (PR PC). El procedirniento para aisiarlas es el mismo que se describió para 

PDLC, sin embargo ci explante proviene del tejido que cubre la base de Ia raIz en desarrollo (Figura 

SB). 

1.3. Encia: las células aisladas desde este tejido se denorninan células gingivales, el procedirniento es 

idéntico al descrito anteriormente. ci tejido se obtiene de Ia sección de la encla que queda adherida a la 

pieza dental después de Ia extracciOn (Figura 5B tiecha). 

2. Separación inmuno-magnética de sub-poblaciones celulares 

Para obtener las sub-pohiaciones celulares de interés se utilizó la técnica de separación inmuno-

magnética. En esta técnica se aprovecha la interacción de antigenos de superficie especiflcos que 

exprcsan las células. con microesieras siiper-paramagnéticas de poliestireno de 4,5 urn de diámetro, 

recuhiertas con anticuerpos primarios o secundarios. Estas microesferas corresponden a Ia tecnologia 

Dynabeads de Invitrogen (EEUIJ). Se utilizo un kit de Dynabeads que permite que después de Ia 

separaciOn. las células puedan ser aisiadas de las microesferas magnéticas (CELLection Pan Mouse 

IgG Kit, invitrogen). Estas rnicroestèras están cubiertas con un anticuerpo monoclonal anti igG de 

ratón unido a las microesferas rnediante un segmento de DNA. Esta conflguración permite utilizar 

cualquier anticuerpo primario contra ci antigeno de interés que haya sido sintetizado en ratón y adernás 

permite la separación de las células desde la microesfera mediante una DNAsa que corta la union de 

DNA. permitiendo asI que las células puedan ser cultivadas después de Ia separación (Figura 7). Las 

rnicroesl'eras niagnéticas en este sisterna no pueden ser reutilizadas. 

Para el estudlo se separaron 2 sub-poblaciones celulares basãndose en Ia expresiOn de los marcadores 

de superflcie CD271 y CD 105. que se expresan en MSC y que seg6ii Ia literatura presentaria ventajas 

comparativas con respecto a los cuitivos heterogéneos. en relaciOn a su capacidad proliferativa v de 

diferenciaciOn (Jarocha et al., 2008). A su vez y se-6n la hipOtesis planteada, se espera que tengan una 

mayor capacidad de secreciOn de factores de crecimiento como FGF-133. Finalmente se seleccionO la 

sub-pobIaciOn que expresaba ambos rnarcadores (doble marcaje). 
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Figura 7 Técnica de la separaciOn inmuno-magnética de células. El sistema 

corresponde a la tecnologia DynaBeads de Invitrogen. Las microesferas 

paramagnéticas tienen unidos a su superficie anticuerpos anti-IgG de ratón 

mediante tin enlazador (linker) de DNA. Se puede utilizar cualquier anticuerpo 

monoclonal sintetizado en ratón. Las inicroesferas se mcuban con el anticuerpo 

primario a utilizar, luego se mezclan con la población celular de la cual se 

quiere separar la sub-población de interés, en este caso células CD105/CD27It 

Mediante Lin irnãn se separan las sub-poblaciones, luego se realiza Lin 

tratamiento con DNasa para separar Las cdlulas de las microesferas. 

El procedimiento se realiza siguiendo el protocolo y las recomendaciones del fabricante. El cultivo 

heterogéneo de células obtenidas mediante cultivo de explante de los lies tejidos dentales se tripsinizan 

y se lavan con PBS, luego se centrifiigan a 400 x g durante 5 min a temperatura ambiente y se 

resuspenden a una densidad 1x107  células/ml en PBS + 0,1% BSA (Sigma, EEUU) y 0,6% citrato de 

sodio (Merck, EEUU) a 4°C. En paralelo a la preparación de las células se preparan las microesferas 

paramagnéticas, para lo cual se lavan 25 R1  de solución con microesferas (equivalente a 1x107  

microesferas) con PBS + 0,1% BSA, pH 7,4. Para esto se coloca el tubo en el imán permitiendo asi la 
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separación de las microesferas de la solución, finalmente se resuspenden en 25 .il de buffer I. Una vez 

finalizado ci proceso de lavado se mezclan las microesferas con 0.5 ig de anticuerpo prirnario anti-

CD 105 (invitrogen. EEUU) y anti-271 (Abcarn. EEUU) La solución se incuba I h a 4°C con rotación y 

mezclado. Luego se coloca ci tubo cii ci imán durante I mm, se descarta ci sobrenadante v se lava 2 

veces con 2 ml de con PBS + 0.1% BSA. pH 7,4. Finalizado ci proceso de recubrimiento de las 

microesferas con Los anticuerpos primarios de interés se agregan 25 tl de éstas a lx I0 células. La 

soiución de las células con las microesferas se incuba durante I h a 4°C con rotación y volteo. 

Finalizada la incubación se coloca ci tubo en ci imán durante 2 mm. Luego se retira el sobrenadante 

(que corresponde a Ia sub-pobiaciOn negativa). El sobrenadante se resuspende en rriedio completo y se 

siembra en frasco de cultivo de 25 cm (Nunc. Termofisher, Denmark). Las células que perrnanecen 

unidas al irnán se lavan 3 veces resuspendiendo en con PBS + 0.1% BSA. p1-I 7.4. Finalmente las 

células unidas a las microesferas se resuspenden en 200 il de RPMJ 1640 (Hyclone Thermo Scientific. 

EEUU) + 1% SFB, CaCk 1mM y MgCl2  4 mM. p1-I 7,0-7.4 a 37°C. Para separar a las células de las 

microesferas se agregan 4 jil del realising buffer que contiene la DNasa (Invitrogen. EEUU), se 

incuba durante 15 min mezciando y en rotaciOn. luego se coloca ci tubo cii ci imán durante 2 min y 

sobrenadante se retira y se procede a sembrar las células va liberadas en frascos de cultivo de 25 cm2. 

Ambas sub-poblaciones, Ia negativa y La positiva para los marcadores elegidos, se cultivan hasta 

confluencia. Estos cultivos se expanden hasta frascos de cultivo de 75 cm2  para teiier Lin nimero 

suficiente de células para realizar los experimentos posteriores y para criopreservación. 

3. CaracterizaciOn de los cultivos 

Los cultivos de MSC se caracterizan por tener células adlierentes con morfologla fibroblastoide, teller 

la capacidad de diferenciarse a por lo menos tres linajes mesenquirnáticos corno son el linaje 

adipogénico, osteogénico y condrogénico y expresar un panel caracteristico de marcadores de 

superficie. Como pane de la caracterización. tamblén se evaluó cualitativamente la difcrenciación 

neural. para determinar si los cultivos obtenidos tienen la plasticidad celular descnita para MSC de 

otros tejidos (revisado en Somoza y Rubio. 2012). 
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3. 1. Diferenciación al linaje adipogénico. 

Las MSC se siembran a una densidad de 2.5 x 10 c6lulas/cm2  en medio de cultivo compieto. Luego de 

24 ii, el medio de cultivo se cambia por el rnedio de diferenciación adipogénico que conhiene 

dexarnetasona I iM (Santa Cruz Biotechnology. EEUU). isobutii-rnetil-xantina (IBMX) 100 ag/mI 

(Santa Cruz Biotechnology, EEUU), Insulina 0,2 U/mi (Humalog, Indianapolis. EEUU), Indornetacina 

100 LM (Santa Cruz Biotechnology, EEUU). Luego de 10 dIas, cambiando ci medio 2 veces a Ia 

semana, se chequea la aparición de gotas de grasa iritracelulares observando en ci rnicroscopio óptico 

invertido. Se realiza en ese momento la tinción con Oil Red 0 que se considera diagnOstica de Ia 

diferenciación adipogënica. 

3.1.2 Tinciôn con Oil Red 0 

Se prepara una solución Oil Red 0 (Santa Cruz Biotechnology, EEUU) saturado en isopropanol 60% 

(v/v). Para ello, se entibia a 37 °C, luego se agrega Oil Red 0 hasta generar iina soIución saturada y se 

tiltra con Lin filtro de 0.2 ttm (Merck Millipore. EEUU). Las céiulas se lavan 2 veces con 0,25 1111 /cm2 

de PBS. Se agregan 0,25 mi/cm2  de Oil Red 0 saturado en isopropanol y se incuba I h a temperatura 

ambiente. A continuación, se lava 2 veces con 0,25 mi/cm2  113S y se observan las gotas de grasa 

teiidas de color roio  en ci rnicroscopio optico invertido con contraste de fase. 

3.2 Diferenciación al linaje osteogénico. 

Las MSC se siembran a una densidad de 2.5 x 101  c6luias/cm 2  en medio de cultivo compieto. Luego de 

24 ii, ci medio de cuitivo se cambia por ci medio de diferenciación osteogénico qiie contiene 

dexametasona 0,1 fiM, ascorbato-2-fosfato 50 pg/mI (Santa Cruz Biotechnology, EEUU). 13-glicero-

tosfato 10 mM (Santa Cruz Biotechnology. EEUU). El medio se cambia cada 2 dias agregando 

ascorhato-2-fosfato dIa por medio. Al dIa 21 de iniciada la dif'erenciación, las células se tiñen con 

Alizarin Red para detectar la mineraiización de Ia rnatriz extraceluiar. 

3.2.1 Tinción con Alizarin Red 

Las células se lavan 2 veces con 0.25 nil/cm  2  de PBS luego se fijan con etanol 70% durante 30 min a 

temperatura ambiente. Se lavan nuevamente con 0.25 mi/cm2  de PBS, iuego se incuban con 0.25 

mi/cm2  de una soluciOn Alizarin Red (Santa Cruz Biotechnology, EEUU) en NaH,PO4  40 mM durante 
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10 min a temperatura ambiente. Después de lavar 5 veces con agua bidestilada (0.5 mI/cm) se incuban 

con 0.25 ml/cni de PBS durante 15 min a temperatura arnbiente y finaimente se observa el precipitado 

rojo de hidroxiapatita en ci microscopio óptico invertido con contraste de lase. 

3.3 Diferenciación at linaje condrogénico 

Las células se siembran en microgota (5xl0 céluIas/il) para lograr la densidad y conformación 

tridimensional necesarias para inducii-  la formación de una micromasa. Transcurridas 2 h se reemplaza 

el medio de cultivo compieto por medio de diferenciación condrogenico que contiene dexametasona 

0,1 tM. ascorhato-2-fosfato 50 jtg/ml. insulina 0.5 U/mI y TGF-133 10 n/mI (Gibco. Invitrogen, 

EEUU). Luego de 7 dIas. cambiando ci medio de dit'erenciación 2 veces a Ia semana y agregando 

ascorhato-2-fosfato dIa por medio. ]as CélLilas se tiñcn con Safranina 0 para anal izar Ia mantención de 

la micrornasa y Ia smntesis de proteoglicanos. 

3.3.1 TinciOn con Safranina 0 

Se prepara una solución Safranina 0 (Santa Cruz Biotechnology. EEUU) a! 0,1% (ply) en etanol. Las 

células se ]avail 2 veces con 0.25 mi/cm PBS y se fljan con 0,15 mI/cm2  de etanol al 70% (v/v) 

durante 10 mm, luego se agrega 0. 15 mI/cm2  de Safranina 0 y se incuba 5 min a temperatura ambiente. 

A continuación. se  lava I vez con 0,25 ml/cm' de agua destilada. 5 veces con 0,15 ml/cm de etanol 

70% (v/v) y I vez con 0,15 ml/cm de etanol absoluto. Finaimente se observa la micromasa y 

proteoglicanos teidos de color rojo al nlicroscopio ôptico invertido con contraste de t'ase. 

3.4 DiferenciaciOn neural 

Los cuitivos de MSC pre-contluentes son tripsinisados y resuspendidos en medio de cLLltivo. Las 

células se siembran en placas bacteriológicas no adherentes de 60 mm. con médio de diferenciaciOn 

compuesto de DMEM/F12 (Gibco, EEUU) suplernentado con B27. N2 (ambos de Gibco, [FUIJ). ci 

medio es suplernentado cada 2 o 3 dIas con EGF y FGF (R&D Systems. Inc. EEUU) a una 

concentración de 10 ng/mL, para pennitir la agregación celular y Ia formación de neuroesferas. Luego 

del perIodo de agregación celuiar, las neuroestèras son transferidas a piacas de cultivo adherentes con 

cubre objetos previamente tratados con Poli-L-Lisina para continuar con ci proceso de dilrenciación. 

Después del protocolo neural se evaiiia mediante !nmuno-citotlLlorescencia la expresión de dos 
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marcadores del linaje neural. GFAP (marcador temprano de astrocito) 'v GAP43 (marcador de 

neuronal). 

3.5 ProliferaciOn v viabilidad celular 

3.5.1 Exclusion de Azul de Tripán 

Para realizar el conteo celular después de cada tripsinización se utiliza la técnica de exclusion celLilar 

mediante azul de tripan. esta tëcnica se basa en que ci azui de tripan puede penetrar la membrana de las 

células que han perdido sus integridad y por ho tanto estãn muertas y no asi la rnemhrana de las células 

que estãn vivas, distinguiéndose al microscopio las células muertas de las vivas. Para realizar el 

recuento celular se utihiza una cámara de NeubaLler tiendo las celulas con azul tripán 0.4% (ply) 

(Gibco. Grand island. NY. EEUU). Para ello las células se diluyen 1:1 con azul tripn y se cuentan al 

microscoplo óptico (x10) en 4 cLiadrantes de Ia cárnara de Neubauer. La densidad celular se calcula de 

acuerdo a Ia siguiente fOrmula: 

Densidad celular: [céiulas/rnl] = Prornedio n° células contadas/4 x 10 x 2 

Li nOmero total de células se calcula multiplicando Ia densidad celular por ci volumen total en el cual 

se resuspendieron. 

3.5.2 Ensavo cohorimétrico WST-1 

Para analizar ha viabilidad celular y prolifèración se utilizará ci cnsayo colorimétrico WST-1 (Roche. 

Alernania). Este ensayo se basa en medir ha actividad metabOhica de las células en cultivo midiendo Ia 

aclividad rnitocondrial. WST-1 es una sal de tetrazolium. ha cual solo puede ser metabolizada por 

células viables para dar origen a un conipuesto soluble y coloreado hlamado formazan. que puede ser 

rápidamcnte cuantiticado leycndo en espectrofotOmetro la absorbancia a 570 nrn. La cantidad de 

formazan t'ormado está directamente relacionado con la cantidad de células metabóhicamente activas en 

ci cultivo, perniitiendo determinar su viabilidad y capacidad proliferativa, tanto en ciiltivos en 

nionocapa como en eultivos en 3D. 

Para realizar el procedirniento. se  siembran las células a una densidad inicial de 4x103  c6lulas/cm2  y a 

las 24 h se agrega medio DMEM sin SIB + 20% (vlv) WST-i v se incubati durante 4 h a 37 T. 
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Posteriorniente se determina Ia absorbancia a 450 am (referenda 595 nrn) en un lector de microplacas. 

Los valores de A45()  se nonnalizan con respecto at blanco y at valor iniciat (dIa 0), 

3.5.3 Ensayo live/dead 

Para observar la localización y la viabilidad de las cétulas inmovilizadas en alginato y flbrina se 

utilizara an ensayo viabilidad/citotoxicidad clue permite distinguir células vivas y inuertas por 

diferencias de color at ser observadas cii microscopio de fluorescencia. El método se basa en que las 

células vivas se distinguen por una actividad esterasa uhicua. determinada por la conversion enzirntica 

de la calceina AM permeable a las célutas. a una calceina fluorescente. Esta forma de la calceina se 

retiene dentro de Ia célula viva produciendo Lin intenso color verde fluorescente. Por otro lado ci 

monOmero de ctidio (EthD-1) entra en las céluias con las membranas danadas, at unirse a los ácidos 

nucleicos aurnenta en 40 veces su fluorescencia produciendo an color rojo fluorescente en las células 

muertas. 

Las cápsulas de alginato y fibrina se incuban I h con la solución de calceina AM y EthD-1 (Invitroen. 

EEUU). Luego se realiza tin corte transversal de la cOpsula usando an histuri y se observa en un 

rnicroscopio invertido de fluorescencia. 

3.6 CitometrIa de flujo 

Un total de lx 106  células se tijan en etanol. Fracciones celulares de 3x10 se resuspenden en PBS con 

SFB v se incuban con ci anticuerpo prirnario correspondiente dui'ante 30 min. (CD34 (Beckmann 

Coulter), CD44 (Caltag), CD45 (Beckmann Coulter). CD73 (BD Pharniingen). CD90 (BD 

Pliarrningen) y CDIOS (Caltag)) conjugados con fluorescein isothiocyanate-(IITC) o phycoerytrin-

(PE). Posteriormente se lavan dos veces con PBS mediante centrifugacion. Luego las células son 

resuspendidas en 600 p1 de PBS/formaldehido 1%. El análisis de las sub-poblaciones se llevO a cabo en 

citómetro de flujo Coulter® Epics® XLTM,  Beckmann Coulter utilizando ci programa Coultei 

Epics® XLTl  adquiriendo 5.000 células por muestra. Se registran tanto los porcentajes de células 

positivas para cada marcador asi como la intensidad media de fluorescencia (MFI). 

Para determinar TGF-t33 intracelular las células se permeabilizan utilizando etanol frio at 70%. este se 

incuba con las células en solución durante 10 min. Luego se centrifuga 10 miii a 2.000 x g. se elimina 
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el sobrenadante y se resuspende el pellet Cli I nil de PBS con 2% SFB mantenido a 4°C. La suspension 

celular se alIcuota en 0.3x10' céulas/tuho y se centrifuga durante 10 ill in a 2.000 x g. Luego Se agrega 

ci anticuerpo primario anti-TGF-03 (R&D Systems. EEUU) en PBS 2% SFB. El anticuerpo y la 

soluciOn celular se incuban a 4C  durante I h. Posteriormente se centrifliga y se agrega ci anticuerpo 

secundario conjugado con Alexa Floor 488 (Invitrogen. EEUU). Este se incuba I ii a 4°C en oscuridad. 

Finaimente se centrifLiga y resuspende en PBS 2% SFB y la soiuciOn se pasa par ci citOrnetro. 

3.7 Inmuno-citofluorescencia 

Las células se siembran en piacas con cubreobjetos, posteriormente las céluias adheridas a los 

cubreobjetos se tijaii con metanol fria durante 10 min. Luego se lavan dos veces con PBS. 

Posteriormente se agrega PBS 1% TritOn X-100 y se de 
 
jan a temperatura ambiente par 30 minutos. 

Luego se agrega una soluciOn bloqucadora (compuesta de PBS 1% TritOn X-I00 suplementada con 2% 

de SFB), se incuha a temperatura ambiente por otros 30 munutos. Luego las células se incuhan COfl 

anticuerpo prun'iario anti-CD105 (1:200) (Invitrogen. EEUU). anti-CD271 (1:500) (Abcarn. EEUU). 

anti-Cx43 (1:500) (Sigma. EEUU) o anti-NeuN (1:300) (Chernicon. EEUU) en la solución 

bloqueadora. en una cámara h(imeda por 3 horas a temperatura ambiente o hien a 4° C toda Ia noche. 

Finalizada la incubaciOn se lava 3 veces con soluciOn bloqueadora y se incuba 30 inin con anticuerpo 

secundario (Alexa Floor 488 F(AB')) en oscuridad. Luego se lava 3 veces con solución de bloqueo y se 

incuha 10 min con ioduro de propidio, finalmente se lava con solLiciOn de bloqueo y se monta los 

portaobjetos utilizando media de montajc (Dako. Dinarnarca) para ser observado at microscopio de 

tliiorescencia invertido Eclipse TE2000-U (Nikon. JapOn). 

(Objetivo 2) 

4 Cultivo en matrices 3D 

4.1 Enfibrina 

El coãgulo de t'ibrina se prepara con soluciones que contieneri flbrinógeno, libronectina. trombina, 

factor Xlii. plasminógeno y aprotunina. El fibrunógeno Cs convertido en monOnieros de fibruna clue son 

luego entrecruzados par ci factor XIII activado, ci coal cataliza la iormaciOn de enlaces lisil-glutamina 

covalentes (Bensaid ci al.. 2002). Para inmovilizar las células en ci coágulo de fibrina, éstas se 

38 



suspenden en 25 .tL de solución sauna (300 mosm) con trombina 7 mg/mi (Sigma, EEU(J) y se 

mezclan con igual volumen de una soluciOn de iibrinógeno 54 mg/ml de proteIna coagulable (Sigma. 

EEUU) (Acevedo ci al.. 2009). La mezcla de la trombina con las células y el flbrinógeno se realiza 

sobre cada pocillo de una placa de 24 pocillos (1.9 cm'). Se espera 5 minutos a clue se forme el coáiiilo 

y luego se agrega el medio de cultivo completo. 

4.2 En alginato 

Se utiliza una solucián de alginato al 1.2% que contiene las células a inmovilizar en una densidad de 

0.4x106  células/mi, Esta solución se liace pasar por una jeringa de 22G lentamente. luego las gotas se 

recihen en una so!ución de cloruro de calcio 100 mM con agitacion constante. En agitación se incuba 

las cápsuias en ci cloruro de caicio durante 10 mm. Se espera un minuto hasta que las capsulas 

decanten y luego se retira ci cioruro de caicio, finalmente se lavan las capsulas tres veces con cioruro 

de sodio 9 %. Luego se depositan las cápsulas en placas de 24 pocillos y se Ic agrega el medlo 

completo de cultivo. 

4.3 Cultivo en Sistema de Implante Integrado SU 

El sistema de implante integrado (Sil) es una matriz polimérica a base de quitosano/gelatinalácido 

hiaiurónico. Para su sIniesis se sigLiio el procedirniento descrito por Liu ci al, 2004. Una solución de 

gelatina grado USP (1% ply) (Merck. Alemania) se mezcia con una solución de quitosano (2% ply) 

(Sigma. Alemania) en una solución dc acido acético (1% v/v) y acido hialurönico (0.0 1% ply) (Sigma. 

Aleniania) a una razón de 7:2:1 a 50°C en una placa petri. Luego la mezcla se enfrIa. se  congela y se 

liofiliza. Luego de generada Ia matriz polimérica esta se entrecruza usando acido sulfónico 2-

morfolina-etano (MES) 50 mM. carhodiimida ]-etii-(3,3-dimetil-aminopropilo) (EDC) 20 Mm v N-

hidroxisuccinimida (NI-IS) 8 mM. Luego de este proceso Ia matriz se lava con etanol y se somete a 

liofilización. obteniéndose asI una matriz seca y estable (Liu et al. 2004). Luego la matriz de 

GelatinalQuitosano/Acido Hialurônico se corta en pedazos de lxi cm v posteriormente se desinfecta 

con etanol al 75% durante 24 Ii. La matriz desinfectada se seca usando papel flitro estéril y se suspende 

en medio de cuitivo completo dLirante 21 h. Posteriormente Los trozos de matriz se secan en papel filtro 

estéril y se depositan en piacas de 24 pocillos, luego Las células Se siembran en La matriz utiiizando 
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geiiflcacián in situ (Young ci al.. 2006). para esto 4x102  células/pi de trombina en solución sauna se 

rnezclan con 25 p1 de tThrinogeno (20 mg/ml de proteIna coagulable). directarnente sobre Ia rnatriz. 

Después de 5 min se agrega ci medio de cLiltivo compieto. 

5. ObtenciOn tie medio condicionado 

Con ci objetivo de determinar las concentraciones de TGF-3 secretado por las céiuias, ci consumo de 

glucosa v la producción de lactato. se  recolectan muestras de medio a disiintos tiempos post-siembra. 

Luego ci medio se centrifuga a 2.500 x g para descartar céiuias o restos celulares. Todos Los medios 

condicionados se airnacenan en Lin freezer a -80°C para los análisis posteriores. 

Los experimenlos en las distintas condiciones, cuitivo en monocapa, en fibrina. aiginato y Sil. se 

realizaron al rncnos por tripiicado en experirnentos independientes (utiiizando células obtenidas desde 

tejidos dentaies de distintos pacientes). El medio condicionado se recoiectó a 24. 48 y 72 Ii. La 

concentración celular se mantuvo constante en todas las condiciones (2x105  céiulas/pociiio). El ensayo 

de viabiiidad celular utiiizando WST-1 se efectuó en ci mismo mornento cii que se recoiectO ci medio 

condicionado. Adcrnás en otro pocillo sometido a las mismas condiciones se retira ci medio y se 

procede a La extracción de RNA desde las células en cultivo. Los medios condicionados recolectados se 

utilizaron para ci ensayo EL1SA (previa activaciOn de TGF-133) y para determinar ci consumo de 

giucosa y la producción de lactato. 

5.1 DeterminaciOn del consumo de glucosa 

Los medios condicionados en las distintas condiciones estudiadas se rctiran de la placa de cultivo, se 

fiitran utilizando liltros de jeringa de 0.22 urn (Millipore, EEUU). Luego a 50 p1 de medio 

condicionado se Ic agrega 1000 p1 del reactivo Glucose iiquicolor (1-luman, Aiernania), clue se hasa en 

Ia determinación de la giucosa después de La oxidación enzimática en presencia tie glucosa oxidasa. Se 

incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente y se determina la absorbancia a 500 nm de Ia 

muestra y ci reactivo estándar provisto por ci fabricante. La concentración de giucosa se calcuia de 

acuerdo a Ia siguiente formula: 
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C = 5.55 X AAinuesiri [111 11101/11 

L\J\ esiandar  

5.2 Determinación de la prod ucciOn de lactato 

Los medios condicionados en las distintas condiciones estudiadas se retiran de la piaca de cultivo. se  

filtran utilizando liltros de jeringa de 0.22 urn (Millipore. EEUU). Luego a 10 jil de rnedio 

condicionado se le agrega 1000 j.tl del reactivo Lactate Dry-Fast (Sentinel Diagnostics, Italia). Luego 

se incuba a 37°C durante 10 miii y se determina absorbancia a 550 tim de Ia muestra y ci estándar 

provisto por ci labricante La concentración de lactato se calcula de acuerdo a la siguiente formula: 

C = AAmueNira X [estándar] x 0,1110 [rnmol/lJ 

L\A estandar  

5.3 ActivaciOn de TGF-I33 

TGF-f33 es secretado por las células tanto en su forma inactiva como activa (Lyons, 1988), El ensayo 

de ELISA utilizado está diseñado para detectar la forma activa de la protelna, asI alicuotas de los 

medios condicionados de todas las condiciones de cultivo fueron sometidas al protocolo de activaciOn. 

Para esto se agregan 25 il  de HC1 1 N a 125 ttl de medio condicionado. Esta mezcla se incuba por 10 

min a temperatura ambiente. Luego se agregan 25 iii de una soluciOn de NaOH 1.2 N y Hepes 0.5 M. 

Finalrnente se agregan 800 j.il de BSA 1%. 

5.4 DeterminaciOn (le TCF-03 activo mediante Dot-blot 

El inmuno ensayo Dot-blot se realizó sobre membranas de nitrocelulosa (Millipore. EEUU). Las 

membranas se activan 10 min en metanol a temperatura ambiente y luego se depositan 10 j.il de medio 

condicionado (previamente sometido al proceso de activación). LLiego se bloquea la membrana con 

BSA durante 2 Ii y se incuba con anticuerpo anti-TGF-133 (R&D Systems. EEUU) loda la noche a 4°C. 
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Posteriormente se lava con PBS y se incuba con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa 

(Santa Cruz Biotechnology, EEUU). Liiego se revela utilizando un sustrato de peroxiciada para 

rneinbranas (KPL. EEUU). Se utiliza un estándar comercial como control positivo (Recombinant 

Human TGF-I33, Gibco, EEUU). 

6. ELISA 

Para la detecciOn y cuantificación de TGF-p3 se utilizO un kit cornercial Human TGF-I33 DuoSet 

ELISA kit seglln protocolo del fabricante. Este kit contiene los elementos básicos que se requieren para 

el desarrollo de ELISA sandwich para medir TGF-3. Los pocillos de placas P96 se recubren con un 

anticuerpo monoclonal anti-TGF-I33. Despiiés de lavar el exceso de anticuerpo se aplica la muestra 

problenia en la que se encuentra el antIgeno (medios condicionados obtenidos de las distintas 

condiciones de cultivo), que seth retenido en ci pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo. 

Después de un segundo lavado que elimina ci material no retenido se aplica una solución coil un 

segundo anticuerpo anti-TGF-I33 marcado con biotina. la detección se realiza agregando streptavidina 

conjugada con peroxidasa y luego la soluciOn sListrato (1-1202  y tetrametilbenzidina), finalmente se 

determina Ia concentración del antIgeno midiendo absorbancia a 450 nm. extrapolando en una curva 

de calibración. Este ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad debido a la amplilicaciOn de 

señal que permite ci segundo anticuerpo (Figura 8). 
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Figura 8. ELISA sandwich. El pocillo se recubre con el pruner anticuerpo anti-TGF-

133, luego se agrega la muestra donde se quiere evaluar la concentración del antigeno, 

el cual queda inmovilizado. Luego se agrega un segundo anticuerpo anti-TGF-133 el 

cual viene marcado con biotina, posteriormente se adiciona streptovidina-HRP para La 

detección y cuantificación midiendo absorbancia a 450 nm. 

7. Extracción de RNA 

7.1 Desde cultivo en monocapa 

Después de retirar el medio de cultivo, ]as células se lavan una vez con PBS y se agrega 0,1 ml/cm' de 

reactivo Trizol (Invitrogen, EEUU). Luego el lisado se traspasa a un tubo eppendorf libre de RNasa y 

se uncuba 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregan 0,3 ml de cloroformo (Merck. 

Darmstadt, Alemania) por cada ml de Trizol utilizado, se agita energicamente durante 15 s y se deja 

reposar durante 3 min a temperatura ambiente. Luego se centrifuga durante 15 mm a 12.000 x g a 4 

°C. La fase acuosa se traspasa a un tubo eppendorfnuevo al que se agregan 0,5 ml de isopropanoi por 

cada ml de Trizol utilizado. El RNA se deja precipitando en isopropanol durante 48 h a -20 °C. Una 

vez precipitado el RNA, la muestra se centrifuga durante 10 min a 12.000 x g a 4 T. El precipitado de 

RNA se lava con 1 ml de etanol 75% (v/v) preparado en agua libre de RNAsa (Hyclone Thermo 

Scientific, EEIJU) y se centrifliga durante 10 min a 12.000 x g a 4 T. Finalmente se elimina el 

sobrenadante, dejando evaporar lo que quedO de etanol, se resuspende el RNA en agua libre de RNAsa 
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v se incuba durante 10 min a 65 °C Para lograr una mejor disoluciOn del RNA. Finalmente el RNA se 

guarda a -80 o(  Para ser utilizado posteriormente. 

7.2 Desde fibrina, aiginato y  Sil 

La extracciOn de RNA a partir de matrices ricas en polisacáridos, como ]as utilizadas en este estudio. 

representa un problerna Para Ia obtención de RNA de calidad, pues estos materiales irnerfieren con las 

técnicas de extracción convencionales como Trizol. Por este motivo se adaptO un protocolo descrito 

anteriormente por Wang y Stegemann. 2010. 

Las niuestras (células encapsuladas en Fibrina. Aiginato y Sit) se congelan a -80°C. una vez 

congeladas se muelen hasta obtener un poivo tino y luego se transfieren a tubo de microcentrifuga libre 

de RNasa con 600 gl de tampon de extracciOn previamente temperado a 65°C, compuesto de Cloruro 

de Benzalconio 2%. polivinilpirrolidona 2% (PVP 40 (Kollidon K-30, Pharma Ingredients. Aleniania), 

NaCI 1.4 M (Merck, Alemania). Tris-HCI IOU niM (Merck. Aiemania), EDIA 20 m (Sigma, EEEJU) 

y beta-niercaptoetanol 1%, preparado en agua libre de RNasa). La soiuciOn se agita vigorosamente 

durante 5 unin a lemperatura ambiente, luego se agrega un volumen de cloroformo y se centrifuga por 5 

mm a 15.000 x g a temperatura ambiente. Después de la centriiugación la fase acuosa superior se 

extrae con un volumen de cioroformo. Luego se mezcla con un volurnen de isopropanol y se centrifuga 

por IS min a 15.000 x g a temperatura ambiente. El sobrenadante se descarta y el pellet se lava en I ml 

de etanol al 75% y se centrifuiga nuevamente a 15.000 x g. Luego ci pellet es disuelto en 30-50 il de 

agua libre de RNasa. 

7.3 CuantificaciOn dc RNA 

Para ia cuantit'icación del RNA se utiliza ci equipo NanoDrop ND 1000 (Thermo Scientific. EEUU) 

Para lo cual I il de la muestra de RNA se deposita en ci lector y se nude absorbancia a 260/280 nni y 

260/230 niii Para determinar concentraciOn y pureza del RNA extraido. 

8.0 Transcripción reversa 

Un jtg de RNA total se incubO 10 min a 70 °C con I .ig de oligodT (Promega. EEUU) en un volumen 

final de 12 tl en agua libre de RNAsa. A continuación se agregO 8 i1 de una rnezcla que contiene I Fl 
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de dNTPs 10 mM (Fermentas Life Sciences. EEUU). tampon de Ia enzima transcriptasa reversa (RT) 

M-MIV Ix (Tris-HCl 50 mM [p1-I 8,31. KCI 7 mM. MgCl2  3 mM. DTT 10 mM). I pi de RT M-MIV 

200 U/pi (Promega. Madison. EEUU), inhibidor de RNAsa Ix (Fermentas Life Sciences, EEUU) y 

agua libre de RNAsa. de tal manera que la reacciOn de transcripciOn reversa ocurre en un volumen final 

de 20 p1. El cDNA se sintetizO incubando 50 min a 42°C en termociclador. Finalmente la enzima se 

inactiva incubando 15 rnin a 70 °C. El cDNA se alniacena a -20 °C hasta su análisis. 

9.0 Diseflo y sintesis de partidores 

Los partidores especIficos para detectar la cxpresión de TGF-13. EGF. FGF-2, VEGF. PDGF y 

GAPDII fueron diseñados usando el programa AmplifX version 1 .3.7 y sintetizados en Invitrogen. Los 

liotilizados se resuspendieron a una concentración stock de 100 UM en agua libre de DNasa. Las 

secuencias de los partidores se muestran en las Tablas 2 y 3 

PCR convencional 

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 ul, conteniendo 12,5 ul de Master Mix. 

ci cual contiene la DNA polirnerasa, los dNTP's. MgCl2  (Fermentas. EEUU), 1,25 p1 de partidor 

sentido y anti-sentido 10 uM. 8 p1 de agua libre de DNasa y 2 p1 de cDNA preparado en el paso 

anterior. La arnplificaciOn se realizO en un termociclador Amplitronix 6 (Nyx Tech. EEUU). Las 

condiciones de amplificaciOn para cada partidor se presentan en la Tabla 3. 

PCR tiempo Real 

Las reacciones de ampliflcación se realizan en un volumen final de 10 p1 que contiene 100 nz de 

cDNA. mezcla de PCR LightCycler-DNA Master SYBR Green (Roche. Alemania) (Taq DNA 

polirnerasa + tampOn de reacción + dATP ± dUTP + dCTP + dGTP + SYBR Green I) ± MgCl entre 3-

4 mM. partidor sentido 0.5 uM y partidor antisentido 0.5 uM y se realiza la amplificación en un 

termociclador LightCycler (Roche, Alemania). Las secuencias de los partidores utilizados, ci tamaño 

esperado de los amplicones y sus temperaturas de denaturación se muestran en Ia Tabla 2. Las 

concentraciones de enzima, tampOn de reacción y dNTPs corresponden a las recomendadas para el kit 

LightCycler-DNA Master SYBR Green I de Roche. 
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La existencia de un solo amplicón se demuestra mediante el análisis de denaturación (Tabla 2) para 

esto se realiza un ciclo después de la ampliflcación que consiste en aumentar la temperatura a 95°C a 

20°C/s para la denaturación total de la doble hebra, luego bajando la temperatura hasta 65°C a una 

velocidad de 20°C/s para la renaturación y finalmente elevando la temperatura hasta 95°C a una 

velocidad de 0,1 °C/s, registrando la pérdida de fluorescencia cada 0,1 T. Encontrar solo una 

temperatura de denaturaciOn comprueba la existencia de un solo producto de amplificaciOn. 

El tamaiio esperado para cada amplicon se comprueba eleciroforéticamente. Para ello, se preparan 

geles de agarosa al 2% conteniendo reactivo Gel-Red (Biotium, EEUU), el cual se mtercala en la doble 

hebra de DNA de los amplicones y permite visualizarlos en ci transiluminador. Luego se cargan las 

muestras junto con un estándar de tamaflo molecular de 100 pb (GeneRulerTM  DNA Ladder 0,5 ug/ul: 

Ferrnentas Life Sciences. Hanover, MID, EEUU). Finaimente los geles se registraran fotográficamente. 

Tabla 2. Partidores y caracterIsticas de los amplicones utilizados para evaluar la expresión relativa de 
TGF-t33 mediante RT-PCR en tiempo real.  

Amplicón 

Partidor Secuencia Tm Tamano Análisis de 

(°C) (pb) 
denaturaciOn 

TGF-3 (se) 5'-GATCACCATCGGAAATGAACG-3' 88±0,8 390 

(as) 5 '-CTTAGAAGCAmGCGGTGGA-3 

• ) 

GAPDH (Se) 5'-CAAAATCAAGTGGGGCGATGCTG-3' 88±0,5 283 1 

(as) 5'- TGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3' - -. - 

•- I-' *-•"-- 

46 



Tabla 3. Partidores utilizados para evaluar Ia expresión de factores de crecimiento importantes en 
regeneración/reparación de tejidos, mediante RT-PCR convencional. 

DenaturaciOn Aparcainiento Extension N de ciclos 

Partidores Secuencia T t (s) T I(S) T 

(°C) (IC) (5) 

(Se): 5'-TGGCCCAGTGQAATAACGATFGAC-3 

EUF (as): 5-CACCAAGCAOTTCCAAGCCTCT1-1-3 95 5 57 10 72 21 45 

(Sc): 5-GTGCTAACCGTTACCTGGCTATGA -3 

FCF-2 (as): 5-[AiAGCT'1TCTGCCCAGGICCTGf -3 95 5 55 10 72 13 45 

(Se): 5-TTGC1TGCCATTCCCCACTTGA-3 

VEGF (as): 5-G\CAGCCCAGAGITGGACGAAA-3 95 5 61 10 72 28 45 

(Sc): 5- TGAGATGCTGAGTGACCACTCGAT-3' 

pDGT: (as): 5'-CACTGTCTCACACUGCATGCCA-3 95 5 60 10 72 28 45 

(se) 5-CAAATCAAGTGGGOCGATGCT0-3 

GAPDI-1 (as)5'-TGTGGTCATGAGTCCTFCCACGAT-3 95 5 57 II) 72 17 45 

Tabla 4. Anáhsis eleciroforético de los amplicones generados mediante RT-PCR 

TGF-3 EGF FGF2 VEGF PDGF GAPDH 

Electroforesis 

Amplicón (pb) 390 308 206 390 460 283 

12. Electroforesis en Agarosa 

Se preparó geles de agarosa 1,5-2%, antes que se produjera la gelificación se agregó reactivo GeiRed 

(Biotium, EEUU). Las muestras se cargan junto al estándar de tamaño molecular de 100 pb 

(GeneRulerTM DNA Ladder 0,5 ug/ul: Fermentas Life Sciences EEUU). Los geles se visualizaron 

utilizando un transiluminador de luz ultravioleta UVSOOC (YCL Tech, EEUU). 
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Anáiisis Estadistico 

Los resuitados son presentados como ci promedio + desviaciOn estándar de al nienos tres experimentos 

indepetidientes. La significancia estadistica fue analizada mediante prueba t student pareada y un valor 

p menor a 0,05 fue considerado estadIsticamente significativo. 

Análisis de componentes principales 

Para generar ci modelo estadIstico se realizó un análisis de componente principal (ACP). Previo at 

análisis ACP se realizá un anáiisis de correiación simple mostrando asociaciones significativas 

(p<0,05). ACP fue realizado mediante el software SIMCA-P v. ii (UMETRICS). Las variables 

utilizadas fueron: tiempo, biomasa, concentración de TGF-f33, concentración de glucosa, concentración 

de lactato. crecimiento (p), producción de TGF433 (QT(;F-3),  consumo de glucosa (QgILl),  producción de 

lactato (Qiac).  expresión de EGF, PDGF y TGF-133. Las observaciones fueron ]as distintas medidas en 

ci tiempo (0. 24. 48 y 72 h) en monocapa y en matrices. 
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RESU LTADOS 

(Objetivo 1) 

1. Obtención de cuitivos celulares a partir (le tejidos dentales 

Las piezas dentales obtenidas, previa firma del consentirniento informado, corresponden a pacientes 

jóvenes cuyas edades van desde los 15-25 años. En los estudios preliminares para optimizar las 

tecnicas de procesarnienlo de los tejidos. manipulaciOn para mantener la esterilidad v del aislamiento 

celular. se utilizaron aproximadamente 10 piezas dentales. Para aislar las células que se utilizarlan para 

este estudio se utilizaron piezas dentales que estuvieran en buenas condiciones (sin presencia de caries 

o enfermedad periodontal) y que además tuvieran todavia raiz en desarrollo. permitiendo asi poder 

obtener el tejido correspondiente a Ia papila periapical (Figura 513). 

En una primera aproximación se evaluó ci aislamiento de células a partir de 4 tipos de tejidos dentales, 

conio son el tejido periodontal (PDL). papila periapica! de la raiz (PRP), pulpa (PC) y tejido gingival 

(GC). Sc uso la técnica de explante para ci aislamiento de las células (Jo et al.. 2007). Esta técnica 

consiste en cortar los tejidos en pequeos pedazos y senibrarlos en medio compieto, permitiendo asI 

que con ci tiempo las células migren luera del explante (Figura 9). Después de prLlebas preliminares se 

descartó el aisiamiento de células a partir de la pulpa debido a que no se logró obtener Lin nCimero 

adecuado de células por la técnica del explante. pues las pocas células quc migrahan a la placa de 

cultivo no proliferahan (Figura 9C). sumado al hecho que es Lin tejido que no se encuentra muy 

accesible, excepto cuaiido ci diente era fracturado al momento de Ia extracciOn. 

El lapso de tiempo que las células se demorahan en rnigrar ftiera del explante osciló entre 5-10 dias, 

siendo las más rápidas en hacerlo las I'RPC (Figura 9D), seguidas por las GC (Figura 913) y tinalmcnte 

las PDLC (Fi('ura 9A). Al mornento en que se observaban las primeras célLilas fuera del explante ci 

tiempo hasta obtener un cultivo coniluente de células osciló entre S y 8 dIas. siendo las PRPC las que 

proliferaban más rápido y las PDLC las que eran más lentas en Ilegar a confluencia. 

Una vez que los cultivos se encontraban con colonias sub-confluentes se tripsinizaron y se semhraron 

para la posterior expansiOn. Los cultivos se utilizaron luego en la siguiente etapa para la separaciOn 
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mmuno-magnética entre pasajes 24. Algunos cultivos se criopreservaron para ser usados 

posteriormente. 

Figura 9. Aislamiento de células a partir de diversos tejidos dentales mediante 
explante. Células migrando desde el explante obtenido a partir de tejido periodontal después 
de 7 dias de cultivo (A). Cultivo celular confluente obtenido de explante de tejido gingival 
después de 10 dias de cultivo (B). Células migrando desde explante de tejido pulpar después 
de 7 dias de cultivo (C). Cultivo confluente de células de la papila periapical de la raiz (D). 

2. Separación Inmuno-magnética 

PRP, PDL y tejido gingival son tejidos dentales de los cuales se han aislado y caracterizado MSC 

previamente (Jo et al., 2007; Mitrano et al., 2010; Yalvac et al., 2010), en la mayoria de los trabajos 

publicados se reporta el aislamiento de MSC sin pasar por una etapa previa de purificacion, es decir 

se describen MSC como parte del cultivo heterogéneo. Sin embargo hay antecedentes que la 
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seiecciOn de ciertas sub-poblaciones hasándose en la expresión de marcadores de superticie 

especificos permite una homogenizaciOn de los cultivos, además de seleccionar sub-poblaciones 

celulares con ciertas caracterIsticas ventajosas para lograr objetivos pai-ticulares. como por ejemplo, 

aisiar sub-pobiaciones con una mayor capacidad prolitrativa y de diierenciación (Asian ci ai.. 2006: 

BattLila et al., 2009: Jarocha ci al.. 2008a). AsI, en este estudio se eiigio aisiar sub-pobiaciones 

ceiuiares, mediante la técnica de separación inmuno-rnagnética. que expresaran los marcadores de 

superficie CD271 y CD 105. Ambos marcadores se expresan en MSC aisladas de medula ósea y de 

otros tejidos. Sc ha descrito que MSC que expresan CD271 tienen una mayor capacidad proliferativa 

(Jarocha et al.. 2008a). Por otra pane, CD 105 es uno de los marcadores tradicionales de MSC, 

también se ha descrito que células expresando este marcador tienen propiedades de diferenciación y 

proiiferación fiivorables (Jarocha ci al- 2008a: Roura ci al.. 2006). 

Para la separaciOn inmuno-niagnética Sc utilizaron microesferas paramagnéticas que tienen unido un 

anticuerpo secundario anti-lgG de ratón mediante un enlazador de DNA (Figura 7). La ventaja de 

este sistema es que al final del proceso las células pueden separarse de las microesferas mediante 

tratamiento con DNasa. Flay otros sistemas de separación como la tecnoiogIa MACS" que se basa en 

ci uso de microesferas muy pequenas que son muchas veces fagocitadas por las células, lo que puede 

generar cambios tènotIpicos indeseados, especiaimente en MSC que pueden responder de diferentes 

maneras a estImulos del microambiente. 

CLiltivos de aproximadamente 1x107  células provenientes de los tres tejidos dentales mencionados se 

usaron para ci proceso de separación inmuno-magnética. Del total de la pobiación. Ia propoi-ción de 

célLilas CDl057CD271 variaba con rcspecto al tipo celular (Tahia 5). Del cultivo de GC es de 

donde se obtuvieron ci mayor nimero de células CDI05/CD271 . Sin embargo estas fueron más 

tarde exciLudas del estudio dehido a que no se diferenciaban al linaje adipogénico y no siempre los 

cuitivos se diferenciaron al linaje condrogénico (datos no mostrados). La separación inmuno-

magnética se realizO por lo menos tres veces para cada tipo de cultivo, en todos los casos también se 

cultivaron las células que eran negativas para los marcadores con ci objetivo de comparar capacidad 

proliferativa y de diferenciación. 
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Tabla 5. Eficiencia del aislamiento de células 
CDI05/CD271' a partir de cultivos celulares 
heterogeneos aislados desde tejidos dentales 

Células CD1057CD271 
Células (% de la cantidad micial de células) 

PRPC I 1,2±0.9% 

PDLC I 0,36±0.06% 

GC I 10+1.5% 

El proceso de separación inmuno-magnética en general no afectó La viabilidad de las células (tanto 

para la población positiva como para la negativa). En la Figura 10A y lOB se muestran células que 

pasaron por el proceso de separación y que se fotografiaron antes del tratamiento con DNasa. Se puede 

apreciar células negativas para los marcadores y células positivas (las microesferas se observari 

adheridas a las células positivas). Como se realizó una separación basada en la expresión de dos 

marcadores la sub-población aislada será heterogénea respecto a células que expresan uno de los dos 

marcadores o ambos. Para verificar que las células aisladas correspondieran a células CD] 05/CD271 

se realizó una inmuno-citofluorescencia para deterrninar que las células aisladas expresaban los 

marcadores (Figura I OC, D). 

3. Caracterización de los cultivos obtenidos mediante separación inmuno-magnética 

3.1 MorfologIa 

Morfológicamente los cultivos de células CDI 05/CD27 1 y CD 1 051CD27 I no presentaban 

diferencias evidentes at momento de ser cultivadas después de la separación inmuno-magnética (Figura 

11). 
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Figura 10. Sepa ración in mu no-magnética de sub-poblaciones celulares 
CDI057CD271. Células PR-PC incubadas con las microeferas magneticas y fotografiadas 
antes de realizar el tratarniento con DNasa. Se observan células negativas y positivas para 
los marcadores (A). Células PDLC (B). Inmuno-citofluorescencia de células PDLC 
utilizando anticuerpo ant -CD (C) y anti-CD271 (D) Para la inmunofluorescencia se 
utihzô anticuerpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488. 
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Figura 11. MorfologIa de sub-poblaciones positivas y negativas 
correspondientes al pasaje 0 después del proceso de separación. Se observa que 
estas no presentan diferencias morfológicas evidentes. 

3.2 Proliferación 

Observaciones cualitativas iniciales daban cuenta de que las células PRPC tenIan mejor capacidad 

proliferativa que las otras células evaluadas, esto era evidente al notar que alcanzaban confluencia niás 

rápiclamente una vez que emigraban desde el explante. Tarnbién se observaron diferencias en la 

proliferación entre células positivas y negativas para los marcadores mediante los cuales se aislaron las 

sub-poblaciones (Figura 12). Se observó que las células que expresaban los marcadores y, por lo tanto, 

componen Ia sub-población positiva, tanto PRPC como PDLC, presentaban una proliferación más 

rápida (Figura 12)10 cual se refleja en un tiempo de duplicación poblacional (TDP) menor (Figura 12). 

Por lo tanto, la separación inmuno-magnética utilizando los marcadores seleccionados, permitió 
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recuperar una población de células con una proliferacion mayor. También se observa que las células 

PRPC, tanto positivas como negativas, presentan una proliferación mayor y un TDP menor en 

comparación con células PDLC. 

0 2 4  G 8 10 

Dias 

Figura 12. Comparación de la capacidad proliferativa entre sub-pobiaciones negativas y 
positivas de cultivos de células PRPC y PDLC. Las células se sembraron a una densidad de 
4x103  c6lulas/cm2  y se cultivaron a diferentes tiempos (0, 3, 4, 7, 8 y 9 dias). Se determinó Ia 
proliferaciôn mediante el ensayo colorimétrico WST- 1. El TDP se calculó a partir de la pendiente 
de la fase exponencial de crecimiento. 

3.2 Diferenciación a linajes mesenquimáticos 

Las células provenientes de ambos tejidos dentales y separadas inmuno-magnétican-iente se 

caracterizaron de acuerdo a su potencial de diferenciación a los linajes mesenquimáticos. Se observó en 

ambos tipos celulares (PRPC y PDLC), que las sub-poblaciones positivas tenIan el potencial de 

diferenciarse a los lies linajes mesenquimáticos evaluados (Tabla 6, Figura 13). Ambas sub-

poblaciones negativas no poseian el potencial de diferenciarse a adipocitos y no siempre formaban 

micromasa en Ia diferenciación condrogénica. 
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Tabla 6. Inducción de la diferenciación adipo-, osteo- y condrogénica de cultivos 
de PRPC y PDLC CD105/CD27l 4  y CDI057CD271-. El signo ± indica que las células, en algunos casos, no mantuvieron Ia condición de micromasa en la 
diferenciación condrogénica, lo que implica que la diferenciaciOn debe 
considerarse negativa. Los datos corresponden a 3 experimentos independientes. 

Células Diferenciación 

Adipogénica Osteogénica Condrogénica 
PRPC(CD2717CD105) - + ± 

PRPC (CD271ICD105) + + + 

PDLC(CD271/CDIO5) - + ± 

PDLC (CD271VCDJ05) + + + 

Todos los experimentos de caracterización de las células aisladas se basaron en recomendaciones 
emitidas por la Sociedad Internacional de Terapia celular con el objetivo de defmirlas como MSC 
(Dominic] et al., 2006). Dentro de las recomendaciones se sugiere evaluar al menos diferenciación a 
tres linajes mesenquiniáticos, lo que de acuerdo a los resultados mostrados en la figura 13 se cumplen 
para las sub-poblaciones CDlO5/CD271. Por otro ]ado las MSC deben tener capacidad de adherirse a 
Ia placa de cultivo y tener morfologia fibroblastoide (Figura 13A, B). Por otro lado, las MSC deben 
tener un perfil de expresión de marcadores de superflcie caracterIstico, siendo positivas para CDI 05, 
CD73, CD44 y negativas para los marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45 (Figura 14). 

Como se mencionó anteriormente, las células aisladas desde tejido de encla (GC) no se diferenciaron al 
linaje adipogénico bajo las condiciones experimentales de esta mvestigación (otros autores si han 
descrito la diferenciación de estas células al linaje adipogenico). Esto a pesar que los cultivos de GC 
presentaron el mayor porcentaje de células CDI057CD27l como se muestra en la Tabla 6. Este 
resultado hace evidente que la expresiOn de marcadores per si solo no siempre permite determinar que 
las células sean MSC. Esto se debe confirmar con ensayos de diferenciación (Dominici et al., 2006). 
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Figura 13. lnducción de la diferenciación adipo-, osteo- y condrogénica de cultivos 
de PDLC y PRPC CDI 05 /CD271 . MorfologIa fibroblastoide y capacidad adherente 
(A, B). La tinción con Alizarin Red revela mineralización provista por la presencia de 
osteoblastos (C, D). Células conteriiendo gotas IipIdicas teñidas con Oil Red 0, 
indican presencia de adipocitos. E, F) Micromasa teflida con Safranina 0, indicando 
sintesis de proteoglicanos por células diferenciadas a condrocitos (G, H). 
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Figura 14. Citometria de flujo de un cultivo de PRPC CD105/CD271. Se evalio 
la expresión de un perfil caracteristico de MSC utilizando los marcadores CD73, 
CD90, CD44, CD105, CD45 y CD34. El perfil obtenido es caracteristico de MSC 
aisladas de otros tejidos. 

Desde este punto ya no se siguió caracterizando las sub-poblaciones negativas, además se optó por 

seguir los próximos experimentos caracterizando las células PRPC positivas, las cuales serán utilizadas 

para la inmovilización en matrices y postenor evaluación de la secreción de TGF-133. Las células 

PDLC CD1057CD271 se descartaron porque debian expandirse cons iderablemente para lograr 

obtener un niimero adecuado de células para los experimentos siguientes. Esto traIa como consecuencia 

que los cultivos empezaran a adquirir un fenotipo senescente (datos no mostrados). 

Desde hace ya a1giin tiempo se ha demostrado que MSC aisladas de varios tejidos tierien la capacidad 

de diferenciarse a otros linajes, además del linaje mesenquimático, a lo que se le denomina plasticidad 

celular (Wagers y Weissman, 2004). Por esta razón se evaluó la diferenciación de PRPC 

CD105/CD27l al linaje neural (Figura 15). Después del protocolo neural (ver materiales y métodos), 

se evali:io mediante inmuno-citofluorescencia la expresión de dos marcadores del linaje neural, GFAP 

(marcador temprano de astrocito, Figura 15A) y GAP43 (marcador neuronal, Figura 1513). 
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I' igura 15 rmiuno-c ftfl uorcscencia de cultivos de PRPC 
CD105/CD271 para evaluar la diferenciación neural. Expresión 
de GFAP (A). Expresión de GAP43 (B). 

(Objetivo 2) 

4. Determinación de la secreción de TGF-03 por PRPC-MSC cultivadas en condición de 

monocapa 

Una vez caracterizadas las PRPC corno células macire mesenquirnáticas (PRPC-MSC) se continuaron 

los expernnentos utilizando estas células, dadas sus caracterIsticas (rápida proliferación y potencial de 

diferenciación multipotente). 

En una primera aproximación se determinó si estas células secretaban TGF-3 cuando estaban 

cultivadas en Ia condición de monocapa a distintos tiempos (24, 48 y 72 h) mediante el inmuno-ensayo 

Dot-Blot (Figura 16). No se detectó secreción de TGF-33, dentro del limite de detección de esta 

técnica (del orden de los pg). 
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Medio completo 

10 1 TGF-J33 40 ng/ml 

Cultivo en monocapa 24 h 

• Cultivo en monocapa 48 h 

* 'Cultivo en monocapa 72 h 

Figura 16. Inmuno-ensayo Dot-Blot. Cultivos de PRPC-MSC se 
sembraron a una densidad de 2x104  c6lulas/cm2  en medio de 
cultivo completo. Se recolectó el medio condicionado por 24, 48 

y 72 h y 20 .xl fueron utilizados para determinar TGF-33 
secretado. 

Esta descrito que MSC secretan una gran variedad de factores de crecimiento, pero varios de estos 

requieren de seflales especIficas del micro ambiente para su secreción, tanto in vitro como in vivo 

(Meirelles et al., 2009). 

En el siguiente experimento se determinó, mediante citometrIa de flujo, si Ia protelna estaba siendo 

producida, pero no siendo secretada por PRPC-MSC en la condición monocapa (Figura 17). Se 

observó que un gran porcentaje de las células expresaban la proteina intracelularmente (Figura 17A). 

Más aán, se observó que las células CD 105 positivas eran aquellas que expresaban TGF-133. CDI 05 

corresponde a la endoglina, la cual forma parte del receptor de TGF-3 (Figura 3). Este resultado podria 

implicar que una de las señales para la secreciOn de TGF-I33 podrIa ser de naturaleza autocrina. 

Mediante ensayo de ELISA, mucho más sensible que el inmundo ensayo Dot- Blot, se determinó que 

los cultivos en monocapa también secretan TGF-3, pero en menor medida que células encapsuladas, 

como se presentará más adelante. 
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Figura 17. Citometria de flujo para determinar presencia de TGF-33 intra-celular en 

células PRPC-MSC cultivadas en monocapa. Para el ensayo se tripsinizaron células entre 

24-72 h post-siembra. Sc realizó Ia mmuno-tinción permeabilizando las células. En la 

figura se muestran datos de intensidad de fluorescencia (histograma) y dot-plot para 

CDI 05 y TGF-33. La gran mayorIa de las células que marcaban para TGF-I33 intracelular 

eran CID I 05 positivas. Los datos son representativos de células a 24, 48 y 72 h en cultivo 
en monocapa. 

(Objetivo 3) 

5. Encapsulación celular 

Con el objetivo de determinar si las sefiales micro-ambientales proporcionadas por la condición de 

cultivo en conformaciOn tridimensional (313) permitian activar las células hacia un fenotipo secretor de 

TGF-3, éstas se encapsularon en alginato y dos tipos de fibrina (20 y 54 mg/ml de protelna 

coagulable), además se utilizó otra condición de cultivo en 3D, pero dentro de una matriz porosa de 

GelatinalQuitosano/Acido hialurónico para lo cual se utiliza fibrina como vehiculo para internalizar las 

células dentro del polImero. A este sisterna se Ic denomina sistema de implante integrado (Sil, Young 

et al., 2006). 
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5.1 EncapsulaciOn en alginato 

Las células se encapsularon en alginato al 1.2 %, concentración a Ia cual se utiIiza cominmente este 

biornaterial en aplicaciones de ingenieria de tejidos (Wong. 2004). Las células se resuspendieron a una 

densidad de 0,4x106. 1x106  y  2x10' célLilas/ml de alginato, densidades reportadas en literatura (Goren 

et at.. 2010; Wong, 2004). La solución de aiginato con las células se goteó utilizando unajeringa de 

22G sobre una soiución de cloruro de calcio 100 mM con agitación constante. to que permilió la 

polimerización formando cápsuias bien detinidas (Figura 18). La técnica de encapsulación se optimizó 

para que las capsulas Sc formaran de manera homogénea y flieran todas de Lin tamano similar. Se 

observó que a las densidades de ix10' y 2x106  células/mi alginato la cápsula comenzaba a degradarse a 

las 48 h post-siembra. por to tanto, se utilizó en los siguientes experirnentos capsulas con densidad de 

0,4x i0' céiulas/mL alginato. 

Se evaftio Ia viabilidad de las células encapsuladas mediante el ensayo live/dead y ensayo MTT (Figura 

18C. D). Para ci ensayo de viabilidad live/dead se rcalizO Ufl corte transversal de las cápsulas y se 

incubaron con la solución provista en ci kit cornercial. Las céluias vivas se observan en LLfl color verde 

y las muertas en rojo. la gran mayoria de las células estaban vivas después de flnatizada la 

encapsuiación (al microscopio se observaban aigunos puntos rojos en el centro de la cápsula). 

Mediante ci ensayo con MTT, qLie también es un ensayo de viabilidad que funciona bajo ci misnio 

principio del ensayo con WST-i (ver materiales y métodos), pero donde se genera on precipitado 

insoluble de la sat de foniiasan por células metabóiicamente activas. se pLido observar. esta vez sin 

necesidad de reaiizar un corte. que las células se disponlan rnayoritaria ill ente en una region entre el 

centro y el horde de Ia capsula (Figura 18D). 
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Figura iS. Encapsulación de PR-PC-MSC en alginato. Las células se 
encapsularon en alginato a! 1,2 % a densidades de 1x106  (A) y 0.4x106  (B) 

células/mL alginato.  Para comprobar la viabilidad y disposición celular dentro 
de la cápsula se realizó en el ensayo live/dead de un corte (C) y ensayo MIT de 
una cápsula completa (D). 

5.2 Encapsulación en fibrina 

Las células se encapsularon en fibrina con el objetivo de determinar si tanto la condición en 3D como 

sei'iales especIficas dadas por la matriz extracelular, permitlan obtener un fenotipo secretor de TGF433 

de PRPC-MSC. Está descrito que alginato, a pesar de ser una matriz de origen natural, es inerte para 

las células en términos de interacción célula-matriz, por ejemplo este no posee la señal RGD necesaria 

para que las células interactñen con la matriz mediante ciertas integrinas (Hunt y Grover, 2010). Por 

otro lado la fibnna si permite una mteracción más eficiente entre células y matriz, debido a que posee 
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las moléculas necesarias para que las células ineractien funcionairnente con Ia matriz extracelular. por 

Jo tarito, se activeii vjas de seuialización especificas mediadas por integrinas (Eslarni et al.. 2009) 

PRPC-MSC lueron encapsuladas en fibrina a una densidad de 2x104  células/cápsuia. El coáguio de 

fibrina se generó in si/u sobre poclilos de 1.9 cm2  (FigLira 9). Las células se suspendieron en una 

solución de trombina 7 in-/ml y se rnczciaron 25 p1 de esa soiución con 25 iil  de fibrinogeno 20 mg/ml 

y 54 mg/mi. Una vez farmado ci coagulo se agregó el rnedio completo de cultivo. Para comprobar Ia 

viahilidad celular después de la encapsuiación se hicieron cortes transversaies de la cápsuia y se real 1z6 

ci ensayo live/dead (Figura 19C. D). Se observó que ci proceso de encapsuiación no afecto la 

viahilidad celular. adernás las células se dispusieron homogéneaniente en la totaiidad de Ia cápsu!a. En 

términos estructurales y de disposición ceiular no se observaron diferencias entre las cãpsuias 

generadas con 20mg/nil v 54mg/rn! de fibrinógeno(Figura 19A. B). 

5.3 Cultivo de PRPC-MSC en SI! 

Con ci objetivo de determinar si ci cuitivo de las célLilas en una matriz porosa compuesta de geiatina, 

quitosano y acido hialurónico (Fi('ura 20A) podria generar Lin lenotipo secretor de TGF-3, las células 

se sembraron sobre este polimero usando fibrina 20 rng/mL como vehIcu!o de integración (Young et 

al., 2006). Técnicarnente las céiulas en esta condición no se encuentran encapsuiadas, más hien estas se 

disponen dentro de las porosidades internas de la rnatriz, lo que genera que ci microambiente 3D sea 

distinto al que se produce en las condiciones anteriores (Mao. 2003). 

Para sembrar las céluias sobre el Sli. estas se resuspenden en una solución de trombina 7 mg/mi. La 

matriz es previamente cortada en pedazos de lxi cm. esterilizada con etanoi al 100%, e hidratada con 

medio coinpieto. luego se depositan sobre Ia matriz 25 pL de fihrinogeno 20 mg/ml y sobre este se 

agregan 25 Mi  de Ia soiuciOn de trombina con las células. La densidad celular es de 2x10'1  céiulas/cm 

de matriz. Para determinar la viabiiidad celuiar después del proceso se reaiizo ci ensavo WST-I. 

vaiiéndose de que se genera la coloración naranja que permite ver la disposición homogénea de las 

céiulas sobre todo ci poiImero (Figura 2013). Para lograr esta hornogeneidad se optimizó ci protocolo 

de preparación, pues dependiendo del grado de hidratación de la matriz y de los tiempos para agregar 

las soluciones de flbrinOgeno y trombina sobre la matriz. a veces las células no se disponian 

homogéneamente sobre ésta (Figura 20B). 
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Figura 19 Encapsulación de PRPC-MSC en fibrina. Las células se encapsularon 
en fibrina 20 mg/mL (A) y 54 mg/mL (B) a una densidad de 2x103  células/càpsula. 
Para comprobar la viabilidad y disposición celular dentro de la cápsula se realizó el 

ensayo live/dead de un corte de cápsulas de 20 mg/ml (C) y 54 mg/ml (D). 
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Figura 20. (uRivo de PRI't-MSC en Sli La rnaiz a base de gelatinalquitosano/acido 

hialurónico es altamente porosa (A), permitiendo que las células se dispongan en una 

conformación 3D distinta que cuando son encapsuladas. Para determinar la disposicion y 

viabilidad de las células sobre el Sli se utilizó el ensayo WST-1 (B). El protocolo se optimizó 

para que Ia disposición celular sobre la matriz fuera homogénea por toda la extension de La 
matriz porosa. 

6. Prollferación de PRPC-MSC cultivadas en condiciones 3D 

PRPC-MSC fueron cultivadas en las 4 condiciones a comparar en este estudio (monocapa, fibrina, 

alginato y SLI) y detenninada su proliferaciOn a distintos tiempos (24, 48 y 72 h) mediante el ensayo 

WST-1 descrito en materiales y métodos. Las células fueron sembradas en an niimero constante en 

todas las condiciones (aproximadamente 2x104  células/condición). Previamente se realizó una curva de 

calibración para poder determinar el nümero de células en relaciOn a Ia absorbancia medida. El ensayo 

se realizo minimo en triplicado en experimentos independientes (Figura 21). Se observO que las células 

proliferaron más rápido en la condiciOn de cultivo 3D (fibrina, alginato y SII) en cornparaciOn con el 

cultivo tradicional en monocapa. Esto se ye reflejado en los menores tiempos de duplicación en estas 

condiciones de cultivo celular (Figura 21). En la figura suplementaria 2 se graficaron Los valores sin 

ser relativizados al tiempo inicial. 
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Figura 21. Proliferación de PRPC-MSC cultivadas en monocapa, fibrina, alginato y SIT. 
Los datos corresponden a inInimo 3 experimentos independientes. Las células fueron sembradas 
a 2x1 04  células/condición. La curva se realiza relativa al ni:imero de células a las 24 horas. El 

TDP se calcula a partir de la fase exponencial de cada curva mediante la siguiente expresión: 
TDP = ln2/.j, donde i es la velocidad especIfica de crecimiento. La proliferación de las células 
en las matrices the mayor en comparación con el cultivo en monocapa (*p<0,05).  

7. Determinación del consumo de glucosa y la producción de Lactato de PRPC-MSC cultivadas 

en las condiciones 3D 

Estos parámetros relacionados con la actividad rnetabólica de las células se determinaron con el 

objetivo de estimar los cambios metabólicos que ocurren cuando se cambian las condiciones de cultivo 

desde monocapa a un cultivo 3D y finalmente establecer un modelo de secreciôn de TGF-3 en base a 

correlaciones con otros parámetros. Los niveles de glucosa y lactato se midieron en los mismos medios 

condicionados desde los cuales se estimaron las concentraciones de TGF-133, utilizando kits 

comerciales (ver materiales y métodos). 
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Figura 22. Estado metabólico de PRPC-MSC en las condiciones de cuItvo analizadas. Consumo 
de glucosa (A), el consume, fue mayor en monocapa en los tres tiempos evaluados (*p<0,05). 
Producción de lactato (B), a las 24 h se produjo menos lactato en fibrma en comparaión a monocapa 
(*p<0,05). A las 48 y 72 h habIa menos lactato en fibrina (*p<0,05) y alginato (ip<0,05) en 
comparación a monocapa y SIT. Se realizaron minimo 3 experimentos independientes. El rendimiento 
de glucosa en lactato (Ylaato/gI00)  (C) corresponde a la pendiente de la recta de los valores 
graficados de lactato vs glucosa para cada condición (Figura suplementaria 3). 

68 



8. SecreciOn de TGF-133 por PRPC-MSC cultivadas en las condiciones 3D 

La cuantificación de la secreciOn de TGF-J33 por PRPC-MSC se realizó mediante test de ELISA-

sandwich. Se utiiizó Lin kit comercial (ver materiales y métodos) de componentes básicos (no hay kit 

comerciales completos para medir TGF-133), el cual habia que optimizar para ser usado en las 

condiciones experimentales de este trabajo. Este ensayo solo permite detectar TGF-133 activo, por Jo 

cual habia quc realizar Lin paso previo de activaciOn de la proteina en los niedios condicionados 

mediante acidiflcaciOn con HCI. Para la cuantificación se realizaron curvas de caiibraciOn en cada 

determinaciOn, por triplicado. Las concentraciones de TGF-133 secretado se expresan en términos de 

pg/mL/104  c61u1as' (Figura 23). Previamente se evaluO la secreciOn de manera cualitativa mediante ci 

inmuno-ensayo Dot-Blot (Figura suplementaria 1). 

Se observó una diferencia significativa entre la secreciOn del factor de creciniiento por PRPC-MSC en 

monocapa cii comparacián con las células cuitivadas en las matrices. Sin embargo no se observaron 

diferencias entre las distintas matrices. sugiriendo que el cambio en la condiciOn de cultivo desde 

monocapa a 3D proveIa la seialización necesaria para que TGF-f33 fuera secretado at medio 

extracelular. Por otro lado tarnbién se observO que los niveles de TGF-133 secretado disminulan 

considerablernente a las 48 y 72 Ii. en cornparaciOn con la condición a las 24 h. Los cambios 

signifcativos en la concentración de TGF-133 se producen comparando ci cultivo en monocapa en 

comparacion con ci cultivo en 3D en todos los tiempos evatuados. Por otra parte la disrninución de la 

secreciOn entre las 24 y 48/72 Ii tarnbién es significativa. 
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Figura 23. Cuantiflcación de Ia secreción de TGF-03 por PRPC-MSC en las distintas 
condiciones de cultivo. Previa a la medición se realiza una activación del TGF-133 total 
presente en los medios condicionados. Las mediciones se hicieron en mmnimo 3 
experimentos independientes. Los cambios significativos se dieron entre cultivo en 
monocapa y cultivo en las matrices en los tres tiempos estudiados (*p<0,05). La disminución 
de la secreción a las 48 y 72 h en comparación con las 24 h también fue significativa entre 
los cultivos en las matrices (#p<0,05). 

9. Expresión génica de TGF 33 y otros factores de crecimiento 

Para determinar la expresión de TGF-33 se realizó RT-PCR en tiempo real utilizando un equipo Light-
Cycler de Roche. Se extrajo el RNA de la condición en monocapa mediante el uso del reactivo Trizol. 
La extracción de RNA de las células cultivadas en las matrices se realizó mediante una modificación 
del protocolo descrito pot Wang y Stegemann (Wang y Stegemann 2011), que está optimizado para 
aislar RNA a partir de muestras complejas, donde el acomplejamiento iónico que se produce entre los 
ácidos nucleicos y la matriz hace complicada la extracción, no permitiendo obtener buenos 
rendimientos de RNA. La cantidad de RNA extralda desde células sembradas en el SII no fue 
suficiente para obtener cDNA para realizar el análisis, esto debido a la complejidad de la mairiz. Para 

la cuantificación relativa de la expresión se utilizó la expresión del gen constitutivo GAPDH (Figura 
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24). Para comprobar que la amplificación correspondiera especificamente al amplicdn descrito en la 

Tabla 5, se realizó un análisis de denaturación (Figura 24). Los valores de punto de corte (Ct) se 

obtuvieron de la curva de amplificación generada para cada gen (Figura 24). 
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Figura 24. Cuantificación relativa de la expresión de TGF-433 por PRPC-MSC 
mediante RT-PCR en tiempo real en las distintas condiciones de cultivo. Se 
extrajo el RNA total de las células en monocapa y cultivadas en las matrices y se 
realizó la transcripciOn reversa para obtener el cDNA correspondiente (n=2). Las 
condiciones de amplificación se detallan en la tabla 2. Se presentan curvas 
representativas de melting y de amplificaciOn. La expresión se calculó relativa a la 
expresiOn del gen constitutivo GAPDH. 

Mediante RT-PCR convencional se deterrninó Ia expresión de otros importantes factores de 

crecimiento involucrados en la reparaciónlregeneración de tejidos (labIa 7, Robson et al.. 1998; 

Metcalfe y Ferguson, 2007), por PRPC-MSC cultivadas en las distintas condiciones de cultivo. Sc 

observó que el perfil de expresión en fibrina y en alginato es muy similar. No se observó expresión de 

VEGF en ninguna de las condiciones de cultivo. Por otro lado FGF2 se expresó de manera constitutiva 

en todas las condiciones, resultado esperable, pues se ha descrito que Ia acción trófica de MSC es en 

gran parte mediada por FGF2 (Trouche et al., 2010). 
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Tabla 7. Expresión de factores de crecimiento involucrados 
en la reparaciOn/regeneración de heridas en PRPC-MSC 
cultivadas en las distintas condiciones mediante RT-PCR 
convencional y posterior análisis electroforético. Los 
resultados se muestran cualitativamente como +: expresión 
del gen; - no expresión del gen -1+ en una muestra no se 
expresóelgen(n=2).  

Tiempo Monocapa Fibrina Alginato 
(h)  

24 + + + 
TGF-3 48 + + + 

72 + + + 
24 - - - 

EGF 48 -1+ - + 

72 + + - 

24 + + + 

FGF2 48 + + + 

72 + + + 

24 - - - 

VEGF 48 - - - 

72 - - - 

24 - + + 

PDGF 48 - + + 

72 - - - 

10. Análisis de componentes principales 

Con el objetivo de encontrar relaciones significativas entre las diversas variables medidas en estas 

condiciones de cultivo, se realizó un análisis de componentes principales (ACP) previo ariálisis de 

correlaciones entre las variables (Figura 25). Dentro de los métodos de análisis de más de una variable, 

el ACP es una forma de encontrar un patron de relaciOn entre los datos y a su vez de reducir gran 

cantidad de variables. AsI, ACP es un método que permite la identificación de patrones en un conjunto 

de datos. Por otra parte, expresa los datos de manera tal que resalta las similitudes y diferencias entre 

ellos. 

Las variables utilizadas füeron: Tiempo, biomasa, concentración de TGF-133, concentraciOn de glucosa, 

concentración de lactato, crecimiento (It),  producción de TGF-133 (QTGHU),  Consumo de glucosa (Qgiu), 
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Producción de lactato (Q), expresión de EGF, PDGF y 1GF433. Las observaciones fueron ]as 
distrntas mediciones en el tiempo (0, 24, 48 y 72 h) en monocapa y en matrices. 

Se encontraron correlaciones significativas entre las siguientes variables (Figura 25): 

- Tiempo y concentración de lactato (positiva) 

- Tiempo y producción de TGF-133 (negativa) 

- Tiempo y producción de lactato (negativa) 

- Biomasa y producción de lactato (negativa) 

- Concentración de TGF-03 y concenlración de glucosa (positiva) 

- Concentración de TGF-03 y concentración de lactato (negativa) 

- Concentración de TGF-33 y producción de TGF-03 (positiva) 

- Concentración de TGF-133 y consumo de glucosa (negativa) 

- Concentración de TGF-03 y expresión de PDGF (positiva) 

- Concentración de glucosa y concenlraciôn de lactato (negativa) 

- Concentración de glucosa y expresión de PDGF (positiva) 

- Concentración de lactato y producción de TGF-03 (negativa) 

- Concentración de lactato y expresión de PDGF (negativa) 

- Crecimiento y expresión de PDGF (positiva) 

- Producción de TGF-I33 y Producción de lactato (positiva) 

- Expresión de TGF-t33 y expresión de PDGF (positiva) 
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Figura 25. Análisis de correlación de Pearson. 
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Mediante el anãhsis de contraste entre variables en el componente principal I y 2 se determinaron los 

grupos de variables mãs relacionadas entre si (Tabla 8). Los valores en un mismo color corresponden a 

un grupo de variables, estos grupos de distmto color contrastan en el primer piano principal (CPI) y en 

el segundo plano principal (CP2). 

Tabla 8. Análisis de contrastes entre grupo de 
variables de acuerdo al anàlisis de componentes 
principales. Los variables relacionadas se 
muestran del mismo color, los valores 0 indican 
que el contraste no fue significativo. 

Variable Contraste entre variables 

CP1 CP2 

Tiempo  

Biomasa 0,00 

TGF-3 -u.37 0,00 

Glucosa 0,00 0,00 

Lactato 0,00 

U 0,00 0,00 

Q(TGF-03) 0,00 .n.27 

Q(Glu) 0,00 

Q(Lac) 0,00 O4) 

PCR(EGF) 0,00 0,00 

PCR(PDGF) -O.S 0,00 

PCR(TGF-3) 0,00 0,00 

También se realizo un análisis de contribución en las variables con respecto al cambio en la condición 
de cultivo (Tabla 9). Esto pennitiO estabiecer la contribución de la composición quimica de la matriz 
sobre el cambio en cada variable. 
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Tabla 9. Análisis de contribución. Se 
deterrninó la contribución en el cambio 
global de una variable cuando se pasa desde 
una condición de cultivo en monocapa a 
condiciOn de cultivo en 3D (fibrina y 
alginato). El valor 0 corresponde que la 
contribución a la variable no fue significativa 

Monocapa 
a Fibrina 

(%) 

Monocapa a 
Aigmato 

(%) 
Tiempo 0 0 

Biomasa 60,8 39,2 

TGF-3 54,4 45,6 

Glucosa 51,7 48,3 

Lactato 65,4 34,6 

58,7 41,3 

Q(TGF-33) 56,5 43,5 

Q(Glu) 52,9 47,1 

Q(Lac) 61 39 

PCR(EGF) 0 0 
PCR(PDGF) 48,3 51,7 

PCR(TGF-33) 0 0 

Finalmente el análisis gráfico de componentes principales (primer piano principal) se presenta en 

Ia Figura 26, en este se destacan las condiciones que están agrupadas de acuerdo a su condición de 

ser significativamente similares (de acuerdo a su posición en el mismo cuadrante) y las variables 

que se yen afectadas mayormente por las condiciones particulares. 
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Figura 26. Anulisis de componentes principales: Primer piano principal 
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DISCUSION 

1. Tejidos dentales COffl() fuente de MSC 

A Ia fecha niuchos estudios han demostrado que células madre adultas están presentes en diversos 

tejidos, incluyendo medula ósea. tejido neural. piel, retina, tejido adiposo, cordon umbilical. entre 

otros. Además estas células poseen las capacidades de alltolTenovacion y de diferenciaciOn hacia 

numerosos tejidos (revisado en Mimeault y Batra. 2008). Esta propiedad de numerosos tejidos 

adultos es sin duda una gran ventaja para aplicación en terapia celular, sin embargo muchos de 

estos Son inaccesibles o Ia intervenciOn para obtener biopsias. con el objetivo de aislar células 

madre, puede ser complicada mctodológicamente o producir electos colaterales adversos en los 

pac i e ntes. 

En Ia presente investigación se obtuvieron células madre adultas a partir de tejidos dcntales 

obtenidos de terceros molares extraidos par razones de ortodoncia y que eran material de desecho. 

Los tejidos aislados fueron cortados en pequeos pedazos y sembrados coma explante, desde los 

cuales las células migraron hacia la placa de ciiltivo (Figura 9). Los cultivos obtenidos son 

heterogéneos. estando compuestos par diversos tipos celulares, entre fibroblastos. células 

endoteliales. precursores y células madre, estas tiltimas encontrándose prohablemente en una muv 

baja proporción (0.01-2%) se-On Ia descrito para otras células madre adultas (Wagers y Weissman. 

2004). Por esta razón se requiere de un procedimiento experimental que permita aislar la sub-

poblaciOn de células de interés. en este caso las MSC. Se ha descrito en irahajos anteriores que la 

seiecciOn de MSC en base a la expresiOn de CD 105 v CD271 permite obtener células con alta 

capacidad proliferativa y de dilerenciación (Jarocha et al.. 2008b). Dc acuerdo a este antecedente 

se eligieron estos marcadores para aislar la sub-población de células mediante separación inmLtno-

niagnética. Para realizar este procedirniento se utilizó el sistema de separaciOn Dvnabeads de 

Invitrogen, el cLial consiste en microesieras paramagnéticas (Figura IOA. B), que tienen acoplado 

un anticuerpo secundario que permite usar cualquier anticuerpo sintetizado en ratón. Este sistema 

además tiene Ia ventaja de poder separar las microesferas de las células aisladas debido a que ci 
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anhicuerpo secundario se encuentra unido a Ia microesfera mediante un enlazador de DNA, el coal 

puede ser cortado con DNasa (Figura 7 

La viabilidad celular después del procedimiento foe de alredcdor del 90% (datos no mostrados). Ia 

eliciencia de aislamiento fue dispar entre los tres tejidos desde los cuales se aislaron células. 

obteniéndose la mayor cantidad de células CDI057CD27I de los cultivos de GC. Esto se refleja 

en que se obtuvieron apioximadamente on 10% de células positivas a partir del cultivo celular 

obtenido de tejido gingival. lo que contrasta con el 1.2 y 0.36% de células positivas oblenidas a 

partir de PRP y PDL respectivamente (Tabla 5). La porción de células negativas para los 

marcadores tamhién foe cultivada para Ia posterior caractcrización. Sc ohservô que las sub-

poblaciones positivas y negativas poselan similar morfologia (Figura 11), pero diferlan en so 

capacidad prolilerativa (Figura 12) y de diferenciación (Tabla 7). PRPC y PDLC CD]05/CD271 

prolifraroii aproxiniadamente 1.5 veces más rápido que la sub-población ncgativa 

correspondiente. por otro lado. PRPC CDIOS /CD271 proliferaron 1.5 veces más rápido que 

PDLC CDIOS/CD27l 

Un resultado esperado es que las células negativas para CD 105 no se diferenciaron clicientemente 

al linaje condrogénico, lo que puede deberse al heclio de que CD 105 es uno de los receptores de 

TGF-3 (Wong et al. 2000) y justamente una de las senates para que se diferencien al linaje 

condrogénico es TGF-133. Estos tesuhados permiten evidenciar que la suh-población CDI057 

CD271 consiste en células con caracteristicas de MSC. 

Siguiendo las recomendaciones para caractcrizar MSC proporcionadas por Ia Sociedad 

Internacional de Terapia celular (Doininici et al.. 2006), las células extraldas a partir de los tres 

tejidos elegidos para csta investigación (PDL. PRP y GC. Figura 6) fucron caracterizadas como 

MSC. los criterios se cumplieron solo en ci caso de las células que fueron seleccionada.s 

previamente en base a Ia expresión de los marcadores CD105 y CD271 mediante separaciOn 

inmunomagnética. Estos criterios son: capacidad adlierente bajo condiciones estándar de cultivo 

(Figura I3A. B). expresiOn de los marcadores de superficie CD 105, CD73. CD90 y CD44 (Figura 

14A-D) y negativas para CD34 y CD45 (Figura 14E. F) y diferenciaciOn a los linajes osteogérlico. 

adipogénico y condrogénico in vitro (FigLira 13C-11. Tabla 7). Estos resultados permiten estahiecer 

a las células aisladas como MSC. Aunque las PDLC cumplian (no asI las GC. las cuales no se 
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diferenciaron a adipocitos) con los criterios antes descritos (Tabla 6). los siguientes experimentos 

sOlo se continuaron con PRPC. esto dehido a que. en ci caso de PDLC. la separación inmuno-

magnética era notablemente menos eficiente que para PRPC. pudiéndose obtener on promedio un 

036% del total de las células de la muestra (Tahia 5). Este resultado indica que en este tejido las 

células que expresan CD105 y/o CD271 están en una muy baja proporción. Esto tenia como 

consecuencia que para lograr ci nOniero suficiente de células para Ilevar a cabo los siguientes 

experirnentos, los cultivos tenlan que ser expandidos en grail medida, lo que al final producla 

cultivos con miichas células senescentes que perdian la capacidad de dividirse y eventualniente 

diferenciarse. 

PRPC fueron aisladas y descritas por prirnera vez en 2008 (Sonovama y Liu, 2008) a partir de 

terceros molares de adultos entre 18 y 20 años. La papila periapical es parte del tejido blando 

encontra(lo en los apices de dientes permanentes inmaduros, ci cual eventualmente da lugar at 

tejido pulpar. Estas células ftieron descritas teniendo capacidad multipotente de diferenciación, 

capaces de [legal-  a rnás de 70 duplicaciones poblacionales y expresar todos los marcadores 

caracteristicos de MSC (Sonoyama y Liu. 2008). Por otro lado hall sido descritas tener 

caracterIsticas que hahian sido sOlo descritas en MSC de medula ósea, como capacidad inmuno-

moduladora (Ding et al., 2010) y plasticidad celular para diferenciarse a otras células 

pertenecientes a linajes no mesenquirnaticos (Laberge y Cheung, 2010). 

Debido a esto iItirno. se  considero relevante comprohar que PRPC-MSC podlan diferenciarse a 

células del hinaje neural. Se sometió a las células a un protocolo de dif'erenciación neural 

previamenle descrito (Sornoza ci al.. 2008. 2010). Luego se detectO Ia expresiOn de GFAP 

(marcador glial) y GAP43 (marcador neuronal) (Figura IS). Este resultado y los descritos 

anteriormente. permiten establecer que las PRPC cumplen coil todas las caracteristicas, 

establecidas on Ia actualidad. para ser consideradas MSC. 

Muchos estudios han descrito ha presencia de células tipo MSC en diversos tejidos (revisado en 

Crisan et al.. 2008). Esto dio lugar a Ia hipOtesis de que ci verdadero nicho de las MSC era más 

bien vascular (en vez de solo residir on Ia médula Osea). es decir las MSC serian células tipo 

pericitos que estarlan dispuestas perivascularmente. Hay antecedentes que apoyan ci hecho de que 

para casi todos los vasos sanguineos del cuerpo. MSC son observadas cii !ugares perivasculares 
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(Crisaii ci al.. 2008). Actuatmente está claro que pericitos aislados exhiben Lin panel de niarcadores 

de superficie que son idénticos a los expresados por MSC. Esto ha lievado a sugerir que todas las 

MSC son pericitos (Caplan y  Correa. 2011). Un marcador de pericitos es CD 146. que ha sido 

utilizado para aislarlos y expandirlos in vivo (Crisan et at.. 2008), por otro lado PRPC tanibién 

expresan este marcador (Laberge y Cheung. 2010), to que sugiere que tarnhién tienen un origen 

perivascular en el teido periapical de Ia raIz. Todos estos antecedentes permiten estabiecer con 

seguridad que las PRPC son MSC (PRPC-MSC). Finaimente. ci hecho de que todas las MSC sean 

pericitos abre la posihilidad en cuanto como visualizar Iisiológicamente y terapéuticamcnte el rot 

de las MSC (Caplan y Correa. 2011). 

Consistente con la propuesia de que hay un creciente cambio en la fliosofia con respecto al 

potencial clinico ofrecido por MSC, casi todos los ensayos clinicos que están en desarrollo y que se 

basan en MSC (aproxirnadamente 200, http://clinicaltrials.gov), como también estudios pre-

clInicos. utilizan MSC de maneras terapéuticas y medicinates. sin pensar en que estas se 

diferencien a a[gim linaje en particular. 

Asi, considerando ci nicho perivascular de las MSC en todos los tejidos. incluyendo tejidos 

dentales. las MSC tendrian Ia capacidad de sensar ci medio y por eiide, cambiar de fenotipo frente 

a esta(s) scñale(s) que estarian relacionadas con las necesidades de un tejido en particular. Dc esta 

manera se activarian para ejercer la actividad medicinal secretando distintos t'actores, provocando 

asi Lin microambiente regencrativo en los tejidos alectados (Figura 27). Se desconocen cuáles 

serian las señales especiticas que producen Ia activación de MSC hacia el fenotipo medicinal. 

2. Secreción de TGF-33 por PRPC-MSC cultivadas en monocapa 

Una vez caracterizadas las células, éstas se cultivaron en condiciones de cuilivo convencional en 

monocapa para evaluar si estas secretan TGF-3 sin mayor estImulo. Dc manera preliminar se 

realizó un inniuno-ensayo Dot-Blot. para to cual medios condicioiiados por PRPC-MSC durante 

24. 48 y 72 h fueron recolcctados por triplicado. Luego se proccdiO a Ia activación de TGF-133 en el 

medio de acuerdo al protocolo descrito en materiales y mCtodos, se aplicaron 20 tl del medio sobrc 

la membrana de nitrocelulosa activada y se procedió con ci ensayo. No se detectd TGF-33 en los 
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medios condicionados (Figura 16), esto considerando el limite de detección de esta técnica (del 

orden de los 11g). 

Señal de 
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"medicinal" 

Figura 27. Actividad trófica de MSC in vivo. Las MSC, consideradas recientemente como 
pericitos, estarian presentes en todos los tejidos vascularizados de manera perivascular. Cuando 
el tejido se ye sometido a a1giin daño o estrés, las MSC podrIan ser capaces de sensar esas 
sefiales y activarse para cambiar a ur fenotipo "medicinal" ejerciendo su actividad trófica en el 
tejido afectado, mediante la secreciOn de distintos factores anti apoptoticos, anti-"scarring" o 
pro-regeneradores, angiogénicos y mitóticos. (Figura adaptada de Caplan y Correa, 2011). 

Mediante citometria de flujo se detectó expresión de la proteina intracelularmente en PRPC-MSC 

(Figura 17). Fue iriteresante observar que aproximadamente un 97% de células CD105' 

expresaban TGF-133. Lo más probable es que ]as células CD 105-  en los resultados de la citometria 

corresponden a células solo CD27 1 dentro de la sub-población CD 1051CD27 1. De acuerdo a 

este resultado, se confirma que PRPC-MSC producen TGF-3 en condiciones normales de cultivo, 

sin embargo no se presentan los estImulos necesarios para que Ia proteina sea secretada. 

No se encontró bibliografia con respecto a la secreción de factores de crecimiento por MSC 

aisladas desde tejidos dentales, exceptuando células aisladas de tejido periodontal, pero sin ser 

caracteri.zadas como MSC (Pinkerton et al., 2008). Sin embargo hay nunierosos trabajos que han 

estudiado los perfiles de expresión de factores de crecimiento en MSC aisladas de medula ósea 

(revisado en Meirelles et al., 2009). Los factores de crecimiento mãs cominmente secretados por 

MSC son FGF2, VEGF, PDGFBB, TGF-I31 y diversas citoquinas (Liu et al., 2006; Caplan ' 
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Dennis. 2006). Estudios comparativos han dernostrado que MSC aisladas desde médula ósea, 

tejido adiposo y cordon umbilical muestran caracteristicas comparables con respecto al perfil de 

expresión dc ciertos factores de crecimiento (Schinköthc et al.. 2008). Estos antecedentes sugieren 

que MSC aisladas de tejidos dentales podrian también producir muchos de los factores descritos en 

MSC de otros tejidos. 

En particular con respecto a la expresiOn/secreciOn de TGF-3 no hay muchos estudios, Ia mayoria 

de los trabajos en torno a TGF-133 y MSC se basa en que este factor es parte iniportante de Los 

estimulos para inducir a las células a diferenciarse al tejido condrogénico (Minguell et al.. 2001). y 

no se ha corisiderado que este factor pudiera ser parte del perfil de secreciOn de MSC. Sin embargo 

en estudios donde han evaluado ampliamente ci perfil de expresiOn de MSC se ha reportado 

expresion de TGF-133. pero en muy baja proporciOn (Smiler etal.. 2010; Liu y Hwang, 2005). 

Los resultados obtenidos.junto Con estos antecedentes permiten inferir que Las célLilas necesitan un 

estimulo externo para activar Ia secreciOn de La protelna mediante una via de secreción en 

particular. El mecanismo mediante el cual FGF-133 es secretado no ha sido descrito, se sabe que Ia 

protcina precursora de TGF-13 dentro de la célula es proteolizada desde ci C-terminal. pero 

permanece unida no-covalentemente al peptido de latencia (LAP). lormando Lin complejo pequeo 

de latencia. Este coniplejo es exportado desde la célula donde se uric a la proteina de union a TGF- 

latente (LTBP) mediante enlaces de cisteina para formar ci coniplejo de latencia mayor (LLC), 

en esta forma circula extracelularmente (Flanders et al., 2003; Wallace y Hardy. 2005). 

En macrofagos se ha estudi.ado ampliamente cuales SOil las vIas de secrecióri de ciertas citoquinas y 

factores de crecinliento (Stow et al., 2009). Las etapas tempranas de las vias de secreciOn son 

comunes para todas las cdlulas eucariOticas. donde las protelnas recién sintetizadas en ci reticulo 

endoplasmãtico Son plegadas. sornetidas a Lin control de calidad y parcialmente glicosiladas, para 

luego ser cargadas en vesIculas para su transporte al complejo de Golgi. donde se continOa con el 

procesamiento postraduccional. incluida la glicosilacion (Alberts et al., 2008). 

La red trans-golgi es Ia ciltima estación en el complejo dc Golgi, luego las vIas de secreción 

divergen y difieren en las rutas. en los transportadorcs y organelos que se usan para traiisportar 

proteinas con diversas funciones. La via de secreciOn clásica o canónica es la que media la 



secreción constitutiva de pequeñas cantidades de protelnas desde la red trans-golgi a la superficie 

(Duitman et at.. 20)1). En agunos tipos celulares como los rnacrófagos, esta via constitutiva puede 

ser sobreregulada para aunlentar la secreción de ciertas protelnas cuaiido las células son activadas 

(Stow et al., 2009). Las prolelnas que se van a secretar transitan desde el sistema trans-golgi hacia 

Ia membrana plasniática y pueden ser almacenadas en gránuios hasta que su secreción sea activada 

mediante senates especIlicas (Duitman et at.. 2011). 

Aunque no se detectó mediante ci inmuno ensayo Dot-Blot (Figura 16), las celulas secretan 

constitutivarnente una pequeña cantidad de TGF-133 (detectado mediante ELISA. Figura 23). Esto 

ha sido reportado para ci caso de MSC de otros tejidos (Smiler ci at., 2010: Liu y Hwang. 2005) y 

como se discutirá más adelante. condiciones de cuitivo particitiares piieden estirnular la secreción 

de TGF-3. 

3. Inducción del fenotipo: células secretoras de TGF-03 

La capacidad que se tiene in vitro de manejar Ia via de difirenciación de MSC hacia un fenotipo en 

particular, se debe a que estas células responden de diferentes maneras a estimulos generados por 

diversos lactores solubles en ci medio. estIrnulos generados por componentes de la rnatriz 

extracelular natural o artificial, diversas interacciones celulares, fuerzas mecánicas e 

hidromecánicas. Ia tension de oxIgeno y el pH. entre otros. Asi controlando estos factores mediante 

condiciones de cultivo particulares se puede lograr diferenciar y/o activar MSC hacia algOn linaje 

en particular y a la sobreproducción de algOn tictor de interés (Figura 28). 

Se ha reportado que ci potencial de diferenciación de MSC hacia algunos linajes particulares se 

puede optimizar usando cultivos en 3D, es decir inmovilizando las células en matrices de diversos 

materiales (Tuan et A. 2002). Como se indicO antes. este tipo de cuitivo permite generar Ltfl 

microambiente mucho ms favorable para ci creciniiento celular y la disponibilidad de señales 

especIficas que permitan a las céluias adquirir Lin fenotipo mediante una via de diferenciación o 

utia activación especIfica. 
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Figura 28. Modulación del fenotipo final de MSC mediante señales externas. MSC responden 

a diferentes señales que permiten obtener un fenotipo en particular, en este caso células sobre-

productoras de TGF-I33 (Figura adaptada de Korossis et al., 2005). 

Los métodos de cultivo en 3D permiten que las células adopten una morfologia nativa, se facilita el 

contacto célula-célula y a la vez el contacto con Ia MEC, por otro lado se alteran significativamente los 

procesos de sefTalización (Grayson et al., 2006). La condición de cultivo en 3D representa un estado en 

la cual las células se disporien de manera muy diferente a la condición de cultivo convencional en 

monocapa, por lo tanto, las señales a las cuales las células están expuestas son muy distmtas a las del 

cultivo convencional en monocapa. Por esta razón se eligio como condición de inducción de una sobre-

secreción de TGF-33 este tipo de cultivo. Para esto las células se encapsularon en fibrina, en alginato y 

también se sembraron en el SIT antes descrito. 
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3.1 Encapsulación en Alginato 

PRPC-MSC se eiicapsularon en alginato siguiendo protocolos utilizados en otros trabajos de 

encapsulacion de MSC (Goren et al.. 2010). La concentración celular fue optimizada a 0.4x106  

celulas/mi de alginato. A densidades celulares mayores la cápsula de alginato se empezaba a degradar 

lentarnente a las 48 Ii, to quc 110 permitIa proseguir ci experimento hasta las 72 ii bajo las mismas 

condiciones de cuitivo. Esta mayor velocidad de degradacion de la cápsula a densidades celulares altas, 

se podria atribuir a la producción de enzimas que participan en Ia biodegradaciOn de Ia rnatriz. Por otra 

parte. a esta densidad celular ci nónicro de células por condición de estudio (monocapa, fibrina. 

alginato y SI!) era similar cuando las células eran sembradas en pocillos de placas de 24 pocillos (1.9 

cm2 ). A Lin mayor niimero de células, Ia condición en monocapa no podia ser comparada. pues desde 

Lin inicio las células ya estarian en confluencia. 

El proceso de encapsulación no aiectó la viabilidad celular, lo que se comprohO realizando cortes de las 

cápsulas y visualizaildo las células vivas y muertas mediante ci ensayo live/dead (FigLtra 18C). 

Tambidn se ohservó una disposición no hornogeiiea de las células en la cápsula (Figura 18D). 

prohablemente debido a que durante la polimerización del alginato se crea un microambiente con 

caracterIsticas heterogéneas. sectores nih> densos (corteza superficial), zonas de ge]ificación fuerte, 

media y débil y regiones con microfracturas Y Z0I1S huecas 0 ti'ineles (Bienaimé et al.. 2003 Figura 

29). Dc acuerdo a la figura 18D. las células se disponen preferentemente en Ia zona de gelificaciOn 

media. También se pudo observar qiie la morfologia de las células encapsuladas difiere C0fl la 

morfologia que presentan las células cultivadas en monocapa. Las células encapsuladas mantienen una 

rnorfologIa esférica duiante todo ci tiempo de cultivo. 

Se determinó qte no hay restricciones difusionales para ci oxigeno y la glucosa cuando las células 

están cultivadas en las matrices de acuerdo a las condiciones experimentales de esta investigación. Esto 

(iltimo se estimó mediante ci criterio del mOdulo de Thiele modificado para encapsulación celular (Kim 

et al.. 1998 Villalobos et al.. 2010. veranexo II de cilculo del módulo de Thiele). 
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Figura 29. Representación esquemática de la heterogeneidad estructural que se produce en ci proceso 
de poiimerización de las cápsulas de alginato (Figura adaptada de Bienaimé et al.. 2003) 

El alginato ha sido Lisado previamente como matriz de encapsulación de MSC (Duggal et at.. 2009: 

Goren et at.. 2010: Ghidoni et at.. 2008). La encapsulaciön de célutas en aiginato representa un 

excetente sistema de cuttivo que permite la expansion y diferenciación de distintos tipos eel ulares. Dc 

hecho se supone que mantiene la viabilidad cetular, promueve la proliferaciOn y la producción de 

matriz extracetular Juan et at.. 2003). Sin embargo esta matriz no es especialmente funcional para que 

las células interaccionen de manera eficiente con Ia matriz. 

En estudios anteriores se han Lisado péptidos para modificar ci atginato de manera que este se 

funcionat ice para que posea Ia actividad bloactiva que necesitan ciertas células para ejercer funciones 

avanzadas y mejorar Ia adhesion celutar (Zhou y Xu. 2011). Generaimente esta modificaciOn se liace 

agregando péptidos correspond a a serial RGD. La senat RGD (Arg-Giy-Asp) es la secuencia de 

adhesion de muchos tipos celutares. Muchos tipos de integrinas reconocen esta secuencia en la matriz 

extracelular. Estas senates permiten que las cétutas se ancten de mancra rnás eliciente a la matriz, 

permitiendo también que se activen las vias de senalizaciOn para que las cetLilas proliferen y ejerzan 

otras actividades biologicas (Ruosiahti, 1996). 

Dc acuerdo a este antecedente se etigio esta matriz corno un control para analizar si et efecto de la 

encapsuiaciOn sobre PRPC-MSC se debe sOlo at hecho de que las cClutas se encuentran en una 
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conformación en 3D. 0 si ci cambio iuncionai observado se debe principalmente a la interacción con la 

matriz de manera avanzada dada por este tipo de interacciones. como las mediadas por la serial RGD y 

otras similares. que ci aIginato no p05cc, pero si la fibrina (Hunt y Grover, 2010). 

3.2 Encapsulación en Fibrina 

Una red de fibrina es Ia prirnera matriz a Ia cual una céiuia queda expuesta cuando está desarrollando 

su rol en ci proceso de reparación/regeneración de heridas (Janmey et at.. 2009). A dilèrencia de las 

matrices extracelulares lormadas por colágeno. larninina y proteoglicanos, las cuales se ensamblan 

lentarncnte y a medida que son secretadas por las células. la fibrina se ensambla mu rãpidarnentc 

mediante una rcacción de policondensación modificada entre ci tibrinogeno, muy ahundante en ci 

plasma sanguIneo. tan pronto coino Ia trombina es activada en la cascada de la coagulaciOn. La 

trornbina reinueve pane de los polipéptidos del fibrinOgeno que previencn su polimerización 

espontanea (Figura 30). El resultado es una red 3D de fibras entrecrLlzadas. (Janmev. 1982). 

A diicrencia del aiginato, Ia fibrina es una matriz bioactiva la cual provec dc scrialización adecuada 

para que las células Se adhieran y proliferen de manera muy eficiente. La molécula de fibrina tiene dos 

pares de sitios RGD que pueden interactuar con las integrinas (Janmey et al.. 2009). Esta actividad 

biologica de la fibrina la hace una matriz atractiva para la encapsulación de diversos tipos celulares con 

funciones bioIógicas especiales, como céluIas madre para aplicaciones en inenierIa de lejidos. 

Asi. las células se encapsularon en fibrina con ci objetivo dc establecer si tanto ia condición en 3D 

como las senates especificas dadas por la matriz produclan Lin c.amhio funcional en PRPC-MSC, 

especIficamente para provocar una activación de las células para que estas secreten TGF-3. 

Hay antecedentes donde se ha observado que Ia encapsulación de células en fibrina provoca respuestas 

especificas. incluyendo cambios en la secreción de proteinas (Acevedo et al.. 2010 Sporn et at.. 1995). 

La respuesta celular a Ia superficie de la fibrina es dependiente de aspectos especIficos de la estructura 

de la molécula de fibrina (seriaies mediadas por recoriocirniento de ]as integrinas) corno tamhién de 

eventos generados durante ci proceso de polimerización (Iiheración de los fibrinopéptidos A y B). Sc 

ha descrito que los fibninopéptidos pueden desencadenar cambios en las respuestas ceiulares de las 

células en contacto con la fibrina (Sporn eta).. 1995). 
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secreciOn de enzirnas lbrinoiIticas en respuesta a] contacto con Ia fibrina como parte de su capacidad 

de migrar hacia ci tejido dahado y ejercer SLI acción reparadora. proceso que ha sido descrito en Ia 

literatura (Neuss et al.. 2010). Por esta razOn se continuó utilizando solo la condición con fibrinOgeno 

54 mg/rnL con ci propOsito que las céiulas estuvieran el mayor tiempo posihie dentro de la matriz de 

fibrina. 

3.3 CuItivo tie PRPC-MSC en el Sli 

El sistema de implante integrado (Sil) utilizado en esta investigación corresponde a un producto de 

ingenieria de tejidos desarroliado por investigadores de Ia liniversidad Federico Santa Maria y 

Universidad de Valparaiso (Weinstein-Oppenheimer et al., 2010) y que ha sido exitoso en pruebas pre-

clinicas y clInicas en ci tratamiento de heridas. La matriz polimérica está Ibrmada por quitosano, 

gelatina y acido hialurOnico. Al igual que en ci caso de Ia uibrina, los biomateriales que conforman esta 

matriz polimérica tienen propiedades bioactivas debido a que contienen dominios especilicos corno Ia 

seflal RGD. estos tambn son hioabsorhibies y hiodegradables (Tan et a]., 2007). A diferencia de Ia 

encapsuiaciOn en aiginato y fibrina, on esta matriz las cdiulas se disponen dentro de los poros (Figura 

20A), generando otro tipo de conforrnación, que no necesariarnente es una encapsuiación. pues las 

células no se encLientran rodeadas por una matriz, si no que están adheridas a las paredes porosas (Mao. 

2003). En ci caso particular del SM las céiulas son incorporadas en la rnatriz usando a la fibrina corno 

transportador. mediante una geiificaciOn in situ (Young ci al.. 2006). Corno la fibrina se utiliza corno 

vehiculo y esta se poiirneriza con las céiuias en su interior, ci efecto en ci cambio de conciiciones de 

cultivo puede ser similar al que experinientan en ci caso de la forrnación de cápsulas de tibrina, por lo 

menos a tiempos iniciales. Sin embargo después de cierto tiempo en cultivo las células probablemente 

escapan de la red de fibrina pudiendo quedar en contacto directarnente con la matriz porosa de 

quitosano. Se ha reportado que la adhesion celular en sustratos adecuados promueven la actividad 

celular. la coal puede rcsultar cii la producción de factores de crecirniento que son importantes en Ia 

regeneración de tej 'dos (Weinstein-Oppenheimer et al.. 2010). 

Al goal que en los casos anteriores, la viabilidad celuiar no se vio afectada por el proceso de cultivo en 

ci SI]. En este caso no es posibie determinar la viabilidad celular con ci ensayo live/dead, pues la 

matriz al no ser transparente no permite observar las células en so interior. Para teller una apreciación 

cuahtativa de la viabilidad celular se realizO on ensavo utihzando WST-l. asi. las células 
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metahólicamente activas producirán La coloraciOn caracteristica que pudo ser obseivada (Figura 2013). 

La geliiicación in s/Ill se optimizó para quc Las células se dispersaran por toda Ia superficie (Figura 

20B). 

3.4 Proliferaciôn de PRPC-MSC en matrices 

PRPC-MSC fueron cuRivadas en las 4 condiciones a comparar en cste estudio. monocapa, fibrina. 

alginato y Sli y determinada La proliferación a distintos tiempos (24,48 y 72 Ii) (Figura 21) mediante el 

ensayo WST-l. Las céLulas fueron sembradas en un ncimero constante en todas las condiciones 

(aproxirnadarnente 2x101  celulas/condicion). La proliferación celular f'ue mayor en Las condiciones de 

cuitivo en 3D en comparación con células cultivadas en monocapa (prueha 1. p<0,05). Este resultado 

se retleja en los TDP obtenidos (Figura 21). Las céLulas cultivadas en las matrices de fibrina, alginato y 

Sit proiitèraron casi 4 veces más rápido que Las células cultivadas en monocapa. La proliferación 

comparada entre las matrices lue muy similar (Figura 21). Hay que considerar que no necesariamente 

las céLuLas tienen una menor capacidad proliferativa en monocapa en comparación con Los cuLtivos en 

matrices (Figura 9). La diferencia radica en que at tener menor superticie para expandirse en La 

condición de monocapa. se  produce inhibición del crecimiento por contacto a tiempos iniciales post-

siembra (Wieser etal.. 1990). Esto es porque ci experimento se reaLizó en pociiios de 1.9 c1,12. asic! 

nimero inicial de 2xl0 céiulas ya implica que Las células a las 24 ii de cuitivo Liegan a la confluencia. 

Sin embargo cuarido las células están encapsuladas. La superficie que tienen para proliferar antes de 

Llegar a La inhihiciOn por contacto es muciio mayor. No se observaron diferencias significativas en La 

proLiferación celular entre Las condiciones de cultivo en matrices, exceptuando entre crecimiento en 

alginato en comparación con crecimiento en fibrina y Sli (Figura 21, prueba t, p<O,OS). 

Se observó que partir de Las 48 ii en alginato cesó La proLiferación celuLar, esto puede explicarse por la 

naturaieza del alginato. la cuaL no es considerada una matriz completamente bioactiva para Las céluias. 

debido a que en esta no hay senates especificas de adhesion celuiar como es ci caso de la señaL RGD 

(RuosLahti. 1996). Esto finaLmente produce que las cé!uias pierdan adherencia a la matriz. provocando 

La detención del cicLo ceLuiar. Por otro ]ado La proiiferación en fibrina y en ci SIt fue muy similar, 

prohablemente porque en ambos casos las céiuLas estãn en contacto con las señaLes bioactivas que 

proporciona La librina. 
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3.5 Consumo de glucosa y producciOn de lactato 

Con el objetivo de visualizar ci estado metahólico de las células inmovilizadas cii comparación con el 

cultivo convencional en monocapa se determinó ci consumo de glucosa y la producciOn de lactato 

(Figura 22). Se aprecia una diferencia signiuicativa entre ci consumo de glucosa de las células 

cultivadas en las matrices en relaciOn a las células en monocapa. estas iiltimas consurnieron un 53% 

rnás de giucosa que las células cultivadas en Ia condición en 3D (Figura 22A). Este fèiiOmeno no se 

debe a restricciones difusionales de los nutrientes cuando las células están encapsuladas, basándose en 

ci criterio del módulo de Thiele modificado (Kim et al., 1998, ver apéndice U para ci detalle del 

cálculo v resultados). Es muy probable que las condiciones de cultivo en conformaciôn 3D afecten de 

alguna manera ci metabolisnio ceiular, por ejemplo cambios en ci consumo de glucosa y producción de 

lactato se han observado en cultivos de MSC en microcarriers (Schop et al.. 2008). Se sabe muv poco 

acerca de las consecuencias bioquimicas del proceso de inmovilización sobre las células (Simpson et 

al.. 2007). por otro lado el requerimiento nutricional de las células madre esta poco estudiado. 

Con respecto al rendimiento de glucosa en lactato calculado (YI Ic(;R,,j )Sa, Figura 22C), este fue menor 

a 2 mg/mg en monocapa y fibrina lo que indica que ci lactato producido proviene del metabolismo de 

la glucosa (a partir de I mo] de glucosa se generan 2 moles de lactato). La acumulación de lactato hasta 

Yiaciat  llicosa 10.8 y 3.8 mg/mg en alginato y Sil respectivamente, puede estar asociado a cambios en el 

metaholismo energético de Ia célula (Higuera et al.. 2012). Es muv probable que bajo condiciones 

fisicas. quimicas y factores biologicos particulares. las células encapsuladas puedan sufrir 

modiflcaciones en sus actividades nietahálicas. [studios previos han descrito dilet-encias en las 

actividades metabólicas entre células cultivadas en monocapa y células encapsuladas. Por ejemplo se 

ha visto que células encapsuladas en alginato dismiriuyen el consumo de glucosa e incrementan su tasa 

de crecimiento (Sun et al.. 2007). 

Ylactato gltwo,a mayorcs que 2 pueden ser explicados por ci hecho que el lactato tarnhién puede ser 

producido por el metabolisnio de Ia glutamina y otros aminoácidos (Glacken 1988). asi las células 

encapsuladas en alginato y SLI estarlan metabolizando preferenternente glutamina sobre glucosa. esto 

deducido del hecho que Ycta(Ilcosa  son mayores que 2. Es importante corisiderar que además del 
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metabolismo de La glucosa, Ia energia celuiar tarnbién puede ser generada mediante el metaholismo de 

la giutamina. Este aminoácido no esencial, presente en el medio de cultivo utilizado. es  hidrolizado 

mediante la giutaminasa generando glutamato y amonio. El glutamato luego es convertido a a-

cetoglutarato que luego es convertido en piruvato via ciclo de Krebs y ci transportador malato-

aspartato. La conversiOn de la giutamina a piruvato es liamada glutaminoiisis. El piruvato luego puede 

ser convertido a lactato. 

El hecho que las células encapsuladas consumen iiienos giiicosa podrIa indicar que se favorece ci 

metabolism aeróbico de Ia glucosa en las células cuitivadas dentro de las matrices...equiriendo asi 

menor cantidad de glucosa para generar la energia necesaria para los procesos celuiares y por otro lado, 

ci iactato se estaria generando a partir del cataboiisrno de la glutamina y del piruvato (Schneider. 

1996). Se ha observado que MSC consunien rapidarnente la glutamina presente en ci niedio durante las 

primeras 72 Ii de cuitivo. pero que la glutarnina no seria tan iniportante en ci metabolisino energético 

de MSC en condiciones de cultivo convencionales (Higuera et al.. 2012). 

Los resuitados obtenidos pueden también deberse a otros lactores producidos por Ia encapsuiación 

celular que muichas veces no son considerados. Como se anaiizará a continuaciOn. muchos de estos 

cambios comparando cultivo en monocapa con condiciones de cultivo en 3D pueden deberse a efectos 

producidos por la coniposiciOn quImica de las matrices y Ia interacción con la MEC (Schop et al.. 

2009). Estos factores corresponden al estrés celular producido por ci proceso de encapsulaciOn 

(Schneider 1996: Sun et al., 2007). cambios en ci metabolismo ceiuiar (Conslantinidis et al.. 1999: 

Simpson et al.. 2006), estimuiaciOn mecánica (Chen 2010; Constantinidis et al.. 1999 O'Cearbhaiii et 

al.. 2003: Eshghi y Schaffer. 2008 Biiodeal. 2006), efecios de la elasticidad de la rnatriz (Engler et al.. 

2006). que las células perciben al estar encapsuladas. Debido a que ci metaboiismo celular se ye 

alterado en ci cultivo 31D en comparación con ci cultivo cii monocapa. esto puede tener implicaciones 

significativas en ci uso de matrices debido a que el metabolismo afecta toda La lsioiogia celular 

(Deorosan y Nauman. 2011). 
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3.6 Prod ucción de TGF-3 por PRPC-MSC en condiciones de cultivo en 3D 

De los puntos discutidos anterLormente, se ha preseritado ci concepto de que las células en monocapa y 

las células cultivadas en las condiciones en 3D se encuentran en Lin estado fisioiOgico distinto en 

términos de proiiferación celular. moriologla y estado metabñiico. Lo siguiente es determinar si estas 

condiciones propician a que las células adquieran una funcionalidad distinta. en este caso que 

adquieran on fenotipo de secreción de on factor de crecinhietito rnu\ importante en la 

reparaciOn/regeneración tisular como es TGF-3 (1-lao et al.. 2008: Koharna ci al.. 2002: Occleston et 

al.. 2009). Muy probablemente Ia ditrencia entre ci perfil de secreciOn de factores de crecinhiento 

entre Ia condición en monocapa y Ia condición en 3D es muy distinta. Esta investigación se enfocó en 

TGF-133. debido a so reievancia en Ia regeneración de los tejidos sin cicatriz y también porque no hay 

estudios quc hayan determinado la secreción de este factor comparando diferentes condiciones de 

cultivo. exceptuando por on estudio que anaiizó de manera global ci cambio en ci perfil de expresión 

de diversas citoquinas y factores de crecirniento de PDLC en condiciones de deformaciOn rnecánica. 

donde TGF-f3 fue uno de los factores de crecirniento que más se sobre-expresó en la condición 

analizada. esto se discutirá rnás adelante (Pinkerton et al.. 2008). 

Mediante cuantificación con el inmuno-ensa 0 ELISA, se determinó on cambio significativo en la 

secreción de TGF-P3 por células cultivadas en la condición en 3D en todos los tienipos analizados. en 

coniparación con la condición en monocapa (Figura 23. prueba t *p<0.05).  Este cambio correspondió a 

Lin aurnento de la secreción de aproximadamente 9 veces a las 24 h de cultivo (19 pg/mL/104  céluias en 

monocapa a 174 pg/mL/101  en promedio en cultivo en matrices) y de casi 4 veces a las 48 v 72 h. Los 

niveles de TGF-133 secretado están de acuerdo a los reportados para este y otros factores de crecimiento 

(Engler et al.. 2006: Eshghi y Schaffar, 2008: Ingber, 2002: Sainio et al., 2009: Chen. 2010: Liu et al., 

2006: Rehman ci al.. 2004; Acevedo et al.. 2010; Sonioza et al,. 2010). No se observaron dilerencias 

signiticativas en Ia secreción de 'IGF-f33 entre las condiciones de cultivo en matrices, este resultado 

estaria indicando que las distintas composiciones quinhicas de las matrices utilizadas no intluenciarian 

a priori sobre la adquisición de on lénotipo secretor de PRPC-MSC. La activación de las células hacia 

un fenotipo secretor estaria gobernado por los carnhios flsioiógicos que las células experinlenian al 

pasar de una condición de cultivo en monocapa a una condición en 3D (Simpson ci al.. 2006: Schop 
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2010 Constantinidis et at.. 1999). Como se evidenció anteriormente ci metabolismo celular cambia en 

as condiciones de cultivo en 3D con respecto at consurno de glucosa y producción de lactato (Figura 

22), to que podria estar relacionado con el cambio observado en la sccreción del factor de crecimiento 

(Simpson et al.. 2006 Schop 20 10, Constantinidis et al., 1999). 

Por otro lado, los canihios fenotipicos observados pueden deherse a que las seflales transmitidas 

mediante receptores en Ia MEC afectarian a las celulas de diversas rnaneras. El estado dinámico de Lin 

cultivo celular, donde las conexiones adhesivas entre las célutas y la MEC son creadas y  a la vez 

eliminadas. pueden Ilevar a respuestas celulares que no se observan hajo condiciones de cultivo 

convencionates (Bitodeau, 2006). Este estado dinámico es mayor a tiempos tenipranos desde ci 

proceso de encapsulaciOn, lo que podria explicar Ia mayor secreción de TGF-133 a las 24 h (Figura 23). 

A tiempos rnayores este estado dinámico entre Ia matriz y las células disminuyc debido a que las 

células se adaptan a la nueva condición, regulando los procesos fisiológicos que cambiaron en las 

prirneras horas post-encapsulaci on (Bi lodeau. 2006). 

Esta disminución de TGF-f33 a tiempos posteriores tambiOn está relacionada con que esta proteina tiene 

Lin tiempo de vida media rnuy corto. aproximadamente I h (Yao et at.. 2010). también se ha descrito 

que TGF-133 es consumido por las propias células que to producen (dando indicios de esta seiaIización 

autocrina). Schinköthe et at. observaron que TGF-f33 era consumido por MSC. comparando Ia cantidad 

inicial a las 24 h y la concentraciOn final a las 72 Ii. Ia concentración del factor en ci sobrenadante era 

de aproximadaniente -25% (Schinkötlie et at.. 2008). En el caso de esta investigaciOn la disminución de 

TGF-133 entre las 24 y 72 h fuc de aproximadamente Lin -22%. 

La activación de la via de secreciOn de 'FGF-P no está del todo clara. se  ha sLigerido que su producción 

estaria regutada de manera autocrina (Acevedo ci at., 2010). Una posible explicaciOn de por qué los 

niveles de TGF-J33 disminuyeron a partir de las 48 h es que podria estarse produciendo Lin feedback 

negativo. es  decir TGF-133 estarIa btoqueando su propia producciOn. Esto tiene sentido por ci hecho de 

que la célula sensa que en su microambiente haV Lin exceso del factor. junto con la disminución de 

otras senates producidas en el proceso de encapsulación, y por lo tanto dejarla de secretar ci factor at 

medio. 
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En Ia condición in V1Vc) las MSC, al ser activadas. secretan factores de crecimiento y citoquinas anti-

intlamatorias, anti-apoptoticas y pro-regeneradoras (anti-scarring) ante distintas señales de daño en los 

tejidos, provocando una activación de las células hacia un lenotipo secretor de diversos factores 

(Caplan y Correa. 2011). Se ha propuesto que las MSC activadas acthan como mini-reactores" de 

secreciOn de factores de creciniiento y citoquinas. Esla producción de factores de crecirniento jugarla 

un rol en la coordinación y regulación de procesos celulares como Ia intlamación, proliferaciOn celular. 

rcmodelaciOn de Ia matriz extracelular, entre otros procesos (Liii et al.. 2006). 

La seiales especiticas de activación de MSC in vivo no son del todo conocidas. sin embargo como se 

discutió anteriorniente, estas señales podrIan ser tanto de naturaleza soluble. diversas interacciones con 

la matriz. estrés producido por falta de nutrientes, estrés mecáriico y condiciones de hipoxia (Figura 29, 

Bilodeau 2006; Engler et al.. 2006: Eshghi etal.. 2008; Grayson et al.. 2006; Haynesworth et al.. 1996; 

Sainio et al.. 2009: Sun et al.. 2007; Ohtaki et al., 2008). 

En un interesante trabajo. Ohtaki et al. 2008 inyectaron hMSC en el hipocampo de ratones adultos un 

dIa después de producida una isquernia transiente y global. Sc observO que las MSC mejoraron la 

función neurológica y disrninuyeron la muerte neuronal del hipocampo. Los autores determinaron que 

los transcriptornas de las MSC canihiaron mediante la sobreregulación de 170 genes.. Los autores 

discuten que los efectos heneliciosos de las células implantadas I ueron producidos por MSC siguiendo 

una secuencia de eventos. primero las hMSC fueron activadas mediante sealcs de estrés provenientes 

desde el tejido isquémico o mediante coniunicación cruzada con células isquérnicas. Las hMSC 

activadas sohre-regularon la expresión de una serie de factores inmuno-modulatorios, anti-

inflarnatorios y anti-apoptóticos como LTBP2 (proteina de union a TGF-f3 laterite I), TGF-32 y TGF-

f33 (Ohtaki et al.. 2008). 

En otro trabajo. los autores estudiaron Ia respuesta de 1DLC a la deformación mecánica en términos de 

interacción de redes de citoquinas (Pinkerton et al.. 2008). El objetivo era estudiar estos procesos 

biológicos cornplejos cuando las células son sometidas a deformación rnecOnica en los tejidos, 

especialmente por que las células que componen los tejidos dentales, están mucho más expuestas a 

estas fuerzas mecOnicas en comparación a células de otros tejidos. Consistente con Ia hipOtesis que la 
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fuerza de tension podrIa favorecer Lin patrOn osteogénico de señalización se observO una sobre-

expresiOn de TGF-p I y TGF-p3 (Pinkerton et at.. 2008) 

Considerando estos antecedentes. cuando las cétutas son transptantadas en un tejido en particular se 

produce Lin camhio de la condición de cuitivo, similar a lo que ocurre cuando las célutas son 

encapsutadas en matrices qie irnitan ta tlinciOn de la MEC. Este cambio generarla modificaciones 

generates en la fisiologla cetutar. 

Las senates que producen estos cambios en las célutas al cambiar la condiciOn de cuttivo estarian 

mediadas por mecanismos de mecanotraducciOn. Ft término mecanotransdLlcción se refiere at proceso 

mediante ci cual las cétulas transducen et esirés mecánico en senates bioquimicas para regular diversas 

funciones. Las vias de señalización que son activadas mediante La estimutación mecánica pucden 

afcctar funciones celulares corno apoptosis, contracción. di t'erenciación. migraciOn, protileraciOn y 

secreción (Sniadecki. 2010). 

Estos mecanismos de rnecanotransducción son importantes en condiciones in vivo, no tanto asi en 

condiciones de cuttivo tradicionates en monocapa. Las cétulas en los tejidos constanternente estãn 

expuestas a estImulos niecOnicos (lngber, 2002). Estimulos fisicos tales como as fuerzas de corte. 

cornprcsión y tension, no solo alteran La organizaciOn y distrihución de elementos estructurales 

organetos dentro de ]as cétulas. 5mb que también se transduccn en senates hioquimicas que modutan 

vIas de sefiatizaciOn dentro y entre tas célutas (Bitodeau, 2006). 

Ft estrés mecanico es un modutador importante de la fisiotogia ccl ular. Hay considerable evidencia que 

tos estimulos tisicos afectan la expresión génica e incrementan signif'icativarnente la actividad 

biosintética en distintas cétiitas. Los efectos del ambiente mecánico en ci comportamiento de célutas 

óseas ha sido estudiado extensivarnente y más recientemente hay evidencia que las MSC en tejidos no 

Oseos también responden a estimutos mecánicos (BitodeaLl, 2006). 

Teniendo en cuenta estos antecedentes. ci proceso de inmovitización de las células en las matrices 

podria estar proporcionando ]as senates mecánicas que producen tos cambios fisiotOgicos, en este caso 

la activación de PRPC-MSC para secretar factores de crecimiento, especilicamente TGF-f33. La 

quimica de La matriz no seria lo más importante en este caso. piies no se observaron diferencias 

signiticativas de proliferación y seci-eciOn de TGF-(33 entre las matrices (Figura 21 y 23). esto sugiere 
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que el cambio de condición de cultivo cs lo que gaiiila Ia activación de la secreción. lo qLie podria 

deberse a los eambios dinámicos dc interacciones célula-matriz y ci estrés mecánico que las células 

sensati al pasar de una condición de cultivo en monocapa (2D) a una condición de cuitivo en 3D. 

producidas probablementc por ci proceso de polimerizaciön del alginato y la fibrina. El hecho de que la 

secreciôn de TGF-133 disminuva después de las 48 h en las matrices puede atribuirse a que las señaies 

dinámicas y mecnicas que gatillaron ci cambio inicialmente ya no son tan significativas v permiten 

una adaptación de las células en Ia nueva condición. 

Otra asociación importante que se puede establecer en estos eventos es ci rot de las integrinas con 

respecto a la rnecanotransducciOn y tanihién a su funciOn como transductores de vIas de señalización 

especilicas (ingher, 2002: Esiami ci aL. 2009). El estrés mecánico aplicado a las integrinas puede 

activar vias de señalizaciOn intracelLilares e inducir Ia lranscripción génica (Ingber. 2002). Por otro [ado 

ciertas integrinas con ligandos especilicos pueden ser sobreregulados en condiciones microambientales 

particulares. por ejeniplo la integrina avP6 es co-expresada y se encuentra co-localizada con TGF-133 

en heridas de tejido gingival, esta co-expresion se mantiene a to largo de Ia regeneración de Ia herida 

sin observarse la t'ormaciOn dc tejido cicatrizal (Esiami ci al., 2009). 

En otro estudio similar que evaiuó la secreción de diversos factores de crecirniento cuando MSC fueron 

estimuladas con extracto de tejido dañado (dermis), La produccion de TGF-j3 se increment6 

signiticativamente ci primer dia en que los cultivos se condicionaron con los extractos del tejido 

dañado. Las células produjeron 711-809 pg/mL de TGF-P en comparación de 75-121 pg/nil con 

extracto de tejido sano (valores que estãn dentro de los rangos quc se obtuvieron en esia investigaciOn). 

Los autores concluen que ci medio intlamatorio de la lierida puede estirnular Ia producciOn de factores 

de crecimiento por MSC (Liu ci at.. 2006). Esto ilustra corno distintas seOales pueden gatillar que MSC 

se activen adquiriendo un fenotipo dc céluia medicinal". 

3.7 ExpresiOn génica de TCF-J33 

Es interesante observar que Ia activaciOn celular, dada por la condición de cultivo en 3D. está 

posiblemente relacionada con la aciivación de la via de secreción de TGF-133 y no necesariamente a 

una activaciOn de la transcripciOn de TGF433. Esto se infiere del hecho de que in expresión génica se 
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mantuvo constante en ci tiempo sin cambios signiflcativos entre las condiciones de cultivo (Figura 

24). Como se mencionó anteriormente, esto tamhién se puede concluir del hecho que las células en 

monocapa estàn expresando La proteina intracelularmente (Figura 17), sill embargo en esta condición la 

activación de la via de secreciOn 110 estaria favorecida. Sc ha observado que ci periodo de liberación de 

factores de crecimiento está regulado tanto espacial corno temporalmente mediante diversos eventos 

celulares y su relación con La evolución de las condiciones microambientales (Purcell et al.. 2009). En 

trahajos piOneroS en el eStLidio de Ia producción de TGF-13 se observó que monocitos no activados 

expresaban ci mRNA de TGF-. pero no secretaban Ia proteina at rnedio a iiienos que estos fueran 

activados a macrófagos. los autores sugieren que la expresión del mRNA de TGF-P es constitutiva. 

mientras que La secrecióli es inducible. Esto misnio se evidenció at analizar la expresión de TGF-J3 en 

una linea celular de nionocitos (U937)(Assoian ci at.. 1987). En otrotrabajo coil MSC se observó que 

TGF-3 era expresado constitutivaniente por MSC (Liu et al.. 2006). 

3.8 ExpresiOn de otros factores de creciniiento 

Mediante RT-PCR no cuanhitativo se analizó Ia expresión de otros factores de crecirniento importantes 

en la regeneracionlreparacion de heridas (Carter. 2003: Barrientos et al.. 2008: Grazul-Bilska et al.. 

2003). Estos son EGF. FGF2, VEGF y PDGF. La principal función de [(IF es incremental- la 

epitelización de heridas y reducir la foi-mación de cicatriz previniendo la excesiva contracción de la 

herida. FGF2 es un poderoso mitogeno de varios tipos celulares. induce Ia migración celular y la 

neovascularizacion. PDGF también es Lin mitógeno de varios tipos celulares. promueve la 

angiogenesis. Ia producción de colágeno, por lo tanto participa activamente en Ia remodelación de Ia 

MEC del tejido dañado. Por 61tirno VEGF es mitógeno especifico de las célLllas endoteliales con una 

potente actividad angiogénica in vivo (Grazul-Bilska et al.. 2003; Barrientos ci al.. 2008). Se ha 

observado iina mejora en la reparacióii de heridas al aplicar estos lactores de crecimiento cii ci tejido 

afectado (Liu et al.. 2006). 

En general no se observaron carnhios en la expresión de estos factores comparando Ia condición de 

cultivo en monocapa y en matrices (Tahla 7). exceptuando por PDGF cuya expresion se indujo cii 

alginato y fibrina a las 24 y 48 Ii. Este resultado está de acuerdo con Ia noción de que TGF-f3 y PDGF 

interactOan en los procesos de reparaciOn de heridas (Barrientos et at.. 2008). Por otro lado se ha 

descrito que la transcripcion de PDGF es activada mediante la via de señalización Smad2/3/4 mediada 
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por TGF- (Andrae et at., 2008). esto se correlaciona con Los resultados. pues a las 24 h hay mayor 

concentración de TGF-3 to que podria estar activando La transcripciOn de PDGF. Se ha descrito que 

PDGF se expresa tempranamente en heridas de embriones y aduttos. sin embargo en las primeras 

desaparece a Las 48 tioras de producida La herida (Broker ci at., 1999). 

Se encontro que FGF2 esta expresado permanentemerite en todas las condiciones de cultivo analizadas, 

esto es Lin resultado esperado. pues se ha observado anteriormelite que FGF2 se expresa 

constitutivamente en MSC (Liu ci at.. 2006). Por otro ]ado se ha demostrado que muchas de las 

funciones tróflcas de MSC están mediadas por FGF2, por to tanto su expresión es una serial de que 

estas cétLitas se mantienen funcioriales en su acción trófica cuando están en La condición de cultivo en 

3D (Mias et at., 2008: Trouche et at.. 2010). 

No es comm encontrar trahajos donde estudien la expresión y secreción por MSC de EGF, at iguat qie 

TGF-f33 (Meirelles et at.. 2009). Liu et at., observaron que la secreción de EGF era activada mediante 

la exposiciOn de MSC a extracto de tedo daado (la misma inducciOn se produjo con TGF-P ). 

Tarnbién se observo que EGF era expresado tanto en la condición control (MSC en nionocapa sin 

estirnuto) y en las condiciones COO estimulo (Liu et at.. 2006). En ci caso de PRPC-MSC Ia expresiOn 

de EGF fue inducida por ci tiempo de cultivo y no por las condiciones de cultivo (Tabta 7), to que 

podria indicar que Ia expresión de EGF se activa por la acumutaciOn de otras señales indeterminadas en 

ci medio de cultivo. 

Por Ciltimo VEGF no se expresó en ningLina de las condiciones analizadas. indicando que PRPC-MSC 

no producen este factor de crecimiento involucrado en la angiogenesis. Este (ittimo resultado no 

conciierda con to reportado en varios trabajos con MSC que irilorman que MSC producen VEGF en 

varias condiciones (Meirelles et at., 2009: liii ci at., 2006: Doorn et at.. 2012). La falta de expresión 

de VEGF concuerda C0fl La observación de que las célutas en las condiciones de cultivo evatuadas en 

este trabajo no se encuentran en situaciones de hipoxia. piies la expresión de este factor de crecimiento 

en MSC es inducida por bajas concentraciones de oxigeno (Chung et at... 2009: Grayson 2009: 

Baumgartner et at.. 2010: Kagiwada et at.. 2008). Finatmente es importante desiacar la expresión de 

TGF-f33. EGF, FGF2 'i PDFG por Las PRPC-MSC en Las condiciones estudiadas. pues se ha reportado 

que en i)tceras crónicas. Ia expresion de estos 4 factores está muv disminuida (Robson et at.. 1998), asI. 



implantar células que eventualmente puedan producir estos factores en las heridas permitirla generar 

una mejora substancial de la reparación de los tejidos 

3.9 Análisis de componentes principales 

Del anáiisis se pueden destacar algunas asociaciones interesantes que cont'irman algunas observaciones 

iniciales y otras que aparecen gracias al análisis que permite ci método. Del análisis de correlaciones 

significativas se observa que la concentración de TGF-I33 está correlacionada de manera positiva con la 

concentración de glucosa en ci medio. lo que podria indicar que a alias concentraciones de glucosa se 

favorece la secreción de TGF-(3 al rnedio. algo similar ocurre con Ia expresión de PDGF. la cual se 

favorece a alias concentraciones de giucosa (Figura 25). 

En un estudio anterior se ohservó ci efecto contrario cuando se realizó ci mismo análisis con TGF-131. 

ya que a hajas concentraciofles de glucosa Sc estimulaba la secreción de TGF-fU (Acevedo et al_. 

20]0). Este resultado podria estar relacionado con ci efecto contrapuesto que tienen TGF-I31 y P3. 

donde ci primero es básicamente pro-intlamatorlo v ci segundo es anti-inflarnatorio (Watabe y 

Miyazono. 2009). asi. Ia concentración de glucosa en el niedio podria ser uno de los estimulos que 

permiten activar Ia secreción de una u otra isoforma tema que requiere ser elucidado en 

investigaciones futuras. Otra correlación que confirma esta observación es que a mayor consumo de 

glucosa disminuye la concentración de TGF-p3 en el medio (Figura 25). Otra asociación significativa 

que se observó the que a mayor concentración de TGF-3 aumenta la producción de TGF-3, lo que 

indicarIa una acción autocriiia. por lo menos a tienipos iniciales. Dc este análisis se confirma lo que Sc 

hahia discutido anteriormente, en relaciOn a que la expresión de PDGF podria estarse activando a 

medida que aumenta la concentración de TGF-3. la misma correlación positiva aparece al 

correlacionar Ia expresián génica de TGF-p3 y PDGF. Por otro lado se verificO que a mayor 

concentración de lactato disminuye la secreción de TGF-f33 y Ia expresión de PDGF. lo que podria 

estar relacionado con ci eicto tóxico de la acumulación del lactato en ci rnedio o eventualmente ci 

lactato podria ser una serial por si solo. 

En el análisis de contrastes entre grupos de variables (Tabia 8) se observan asociaciones en ci primer 

componente principal entre el grupo de variables "tiempo y lactato". con el grupo concentración de 

FGF-j33 en ci medio y la expresion de PDGF. esto indica que a mayor tiempo hay mayor 
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concentraciOn de lactato lo que afectaria la concentración de TGF-133 en ci rncdio y consecuentementc 

Ia expresión de PDGF ai haber rnás o menos cantidad de TGF-33 que active sii expresión. Dc este 

anáiisis se puedc iril'crir que la acumulación de lactato en ci medio podria estar afectando la estabiiidad 

de TGF-133, por ejemplo cambiando ci pH. En ci segundo componente principal contrastaron los 

griipos de variables bioniasa y tiempo" con ci grupo "producción de 1'GF-33, consumo de giucosa y 

producción de actato", resuitado que es compietamente Iógico, piies la produccián y consumo de 

metaholitos depende exciusivamente de las células. 

Se ha venido discutiendo hasta ahora que el cambio en la condición de cultivo desde monocapa a 

cultivo en 3D es el factor que determina que las célLilas activen su capacidad secretora de TGF-133 

quc In quimica de la matriz no estaria involucrada en este camhio. Sin embargo, ci análisis de 

contrihución permite dcsiacar que ci tipo de matriz si tiene un elcto sobre las células (TabIa 9). Es 

necesario recordar que no se incluvO en este análisis a Ia matriz SM, debido a que no fue posible 

realizar ci anáiisis de expresión génica. Sin embargo como en el Sil las células también están en 

contacto con la fibrina, ci efecto global podria ser similar al analizado en ci caso de la encapsulación en 

librina. Dc mancra general se observa quc el cambio de condiciOn desde monocapa a flbrina contribuve 

más al cambio en las variables analizadas, exceptuando por Ia expresión de PDGF (Tabla 9). Las 

contribuciones de Ia lbrina son especialmente significativas en Ia generación de hiornasa, 

concentración de lactato, crecimiento celular. producción de TGF-f33 y producciOn de lactato. Estos 

resultados están de acuerdo a lo reportado sobre las condiciones favorables de cultivo de MSC y otras 

células en tibrina, dehido a que esta matriz tiene caracteristicas bioactivas para las células que están en 

contacto con ella, especialmcntc porque permiten que receptores de Ia superficie celular. como las 

integrinas. interaccionen con las señales que proporciona Ia tibrina originando señalización intracelular 

(Janmey ci A. 2009: Clark. 2001: Eshghi , Schaffer. 2008 Mazlyzam ci al.. 2007). 

Finalmente del grafico del primer piano principal (Figura 26) se observan agrupaciones de condiciones. 

unto con las variables a las cuaes afectan miis significativamente ('cr agrupaciones destacadas de las 

condiciones de cultivo en cada uno de los 4 cuadrantes de Ia Figura 26). Asi. la condición de cultivo en 

monocapa es en general muy similar en lodo ci periodo de tiempo del experimento y afectaria mas 

signiticativarnente al consumo de giucosa. En cuanto al cLiltivo en librina v alginato se observan 

asociacioncs de acuerdo a los distintos tiempos de cultivo. esto de acuerdo a que a las 24. 48 y 72 h se 

101 



ubican en cuadrantes distintos dentro del anáiisis. En ci cuadrante inferior izquierdo se destaca que Ia 

condicion de cultivo en fibrina a las 24 iioras es la que afecta más a la producción de TGF-3 y en 

menor medida a su expresiOn gónica. A las 48 Ii de cultivo en fibrina y en aiginato las variables que 

más se afectan son Ia concentración de glucosa. Ia concentración de TGF-3 y la expresión de PDGF. 

Finaimente a las 72 h de cuitivo en fibrina y aiginato tienen mayor relevancia en ci camblo de la 

expresiOn de EGF. Considerando los resuitados obtenido, junto con los antecedentes discutidos, se 

plantea Lin modelo en cual se describen los posihlcs mecanismos que estarian involucrados en la 

activación de PRPC-MSC para secretar TGF-133 (Figura 31). 

Estos resultados permiten establecer recomendaciones en ci diseño del proceso que permitan iina 

optimizaciOn de la secreción de TGF-f33. El proceso debe ser disenado para tiempos cortos. mantener 

una concentración de glucosa del orden de I g/L. por ejemplo mediante la disminuciOn del consumo 

de glucosa cambiando las condiciones de cultivo (i.e bajando la temperatura del cultivo). 

4. Importancia de TGF-33 en ingenieria de tejidos 

Los procesos de reparación son muy complejos, consisten en rn(iiliples componentes celulares v 

moleculares que actian de manera concertada para Ilevar a cabo Lin proceso cuyo objetivo. en 

organismos aduitos, es producir una reparación rápida de los tejidos (Ferguson y OKane. 2004). Esto 

se logra principainiente porque. luego de la lesion, se genera una respuesta inflamatoria importante. 

seguida de una remodelación del tejido no estructurada que finalmente genera una cicalriz, 

principaimenle dehido a quc ci tejido fibroso reemplaza a Ia arquitectura normal del tejido (Metcalfe y 

Ferguson. 2007). En muchos casos el proceso de cicatrización puede generar cicatrices hipertrOficas y 

queloides, que producen rnorbi'idad. problemas de movimiento. restricciOn del crecimiento y mala 

estética. 

En contraste numerosos estudios haii demostrado que embriones regeneran los tejidos danados de 

nianera perfecta. sin la minima generaciOn de cicatriz (Ferguson y O'Kane. 2004). El patron 

histolOgico de los tejidos embrionarios es restaurado Como si no liubiera sido dañado (Broker et al.. 

1999). Por otro lado se ha descubierto que en ci organismo adulto. los tejidos de Ia mucosa bucal tienen 

la capacidad de repararse con minima generaciOn de cicatriz (Eslami et al., 2009: Schrementi ci al.. 

2008). 
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Figural 31. Modelo propuesto para la activación de la secreción de TGF-03 por PR-PC-MSC 
encapsuladas en fibrina y alginato. Cuando las células cultivadas en monocapa pasan a la condición de 
cultivo en 3D. se  exponen a estimulos que producen cambios fisiológicos. Durante el proceso de 
encapsulación, las células sufren tensiones superfciaIes producidas por fuerzas mecánicas durarite Ia 
polirnerizaciOn de la matriz. Estas tlierzas mecanotransducidas podrian activar vias de señalización 

intracelulares que influyan en el cambio en los fenómenos medidos (glicólisis, secreción de TGF-33. 
expresión génica). Los cambios dinámicos de mteracción entre las células y la matriz durante el tiempo 
inicial de la encapsulación también podrian estar involucrados en los cambios observados. Las 
concentraciones de glucosa y lactato parecen tener cierta influencia en el proceso, la glucosa en la 

expresión génica de PDGF y la secreción de TGF-03 y el lactato en la estabilidad de la protelna en el 

medlo. La sefIalización autocrina producida por TGF-133 también podrIa afectar su propia secreción, 

positivamente a tiempos iniciales y negativamente a tiempos posteriores. En el caso de la fibrina las 
interacciones especificas dadas por la composición quimica de la matriz, como por ejemplo Ia señal RGD, 
afectarian en cierta medida en los cambios observados. Finalmente se observó una expresión constitutiva 

del mRNA de TGF-I33, lo que podrIa ser un mdicador que estas células están en un estado pre-

condicionado para producir el factor de crecimiento. Como se discutió, en este sistema la disponibilidad 
de los nutrientes no esta restringuida por fenómenos difusionales, por otro ]ado es muy posible que el 
exceso de lactato producido provenga del metabolismo de Ia glutamina y el piruvato. 
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Una consecuencia directa de estas diferencias entre la reparación de los tejidos en embriones y adultos 

es que el perfil de factores de crecimiento asociados a este proceso en ambos modelos es distinto, lo 

mismo ocurre comparando el tejido de la niucosa oral y la piel (labia 10; Ferguson y O'Kane, 2004; 

Metcalfe et al., 2007; Broker et al.. 1999). 

En ambos procesos se han identificado los factores que producen estas diferencias, en comparación con 

la reparación de heridas cutáneas, uno de estos factores es TGF-133 que juega un rol cave en la 

reparación sin generación de cicatriz. Esto se hizo evidente cuando se descubriO que TGF-f33 era Ia 

isofonna que más se expresaba en tejido embrionario y mucosa oral, esto en comparación a TGF-f31, 

TGF-j32 y otros factores de crecimiento (Occieston et al., 2008; Beanes et al., 2003; Hao et al., 2008; 

Taba 10). 

Tabla 10. Niveles de algunos factores de crecimiento 
en teido embrionario y fetal en comparación con 
tejidos adultos  

Factor de 
crecimiento 

Herida en tejido fetal 
y embrionario 

Herida en 
tejido adulto 

TGF-f3 1 bajo/ausente alto 

TGF-02 bajo/ausente alto 

TGF-I33 alto Muy bajo 

PDGF muy bajo/ausente alto 

FGF alto bajo 

Experimentos posteriores reahzados en embriones transgénicos indicaron que Ia manipulaciôn 

experimental de los niveles de estos factores de crecimiento, especialmente de las isoformas de TGF-I3, 

permitia obtener una reparación del tejido con cicatriz reducida o sin cicatriz (Schwade et al., 2002; 

Sha et al., 1995; revisado en Ferguson y O'Kane, 2004). De estos estudios se ha determinado que IGF-

133 tiene un rol fundamental en la regeneradión de tejidos. 

Estos antecedentes y muchos otros que confirman el rol de TGF-133 como un agente regenerador hacen 

de este factor de crecimiento un blanco promisorio para aplicaciones terapéuticas e ingenieria de 

tejidos. Numerosos estudios en animales y uno en humanos han perniitido establecer que la aplicación 
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exógena de TGF-03 produce una aceleración de la reparaciOn, junto con un remodelamiento ordenado 

de la matriz extracelular, lo que finalmente produce un tejido fuerte y elástico, al contrario de lo que es 
el tejido cicairizal (Hao et al., 2008). 

Todos los ensayos clinicos en humanos con TGF-03 han sido realizados por Ia empresa biotecnológica 

Renovo. Estudios clinicos en fase I y II en voluntarios humanos utilizando TGF-I33 de manera intra-
dermal (Ilamado Juvista M) demostraron la seguridad y tolerabilidad de este factor de crecimiento. Por 

otro lado se ha observado una disminución estadisticamente significativa del tamaño de Ia cicatriz y 

una mejor apariencia de incisiones controladas en comparación al grupo placebo (Ferguson et al., 
2009; Figura 32). 

Placebo TGF-3 

Figura 32. Cicatrices originadas de incisiones 12 meses después de la herida tratadas con 
TGF-33. Se administro TGF-133 intra-dermalmente después de generada Ia incision (Ferguson 
etal.,2009) 

A pesar de estos resultados prometedores utilizando TGF-03 en heridas, Juvista no cumplió con los 

objetivos primarios y secundarios al final de los ensayos clinicos en fase III 

(http://www.renovo.comlen!products/juvista). Los autores de los estudios están todavIa estableciendo 

las razones por las cuales su producto no cumplió con los obietivos planteados. Esto puede estar 

relacionado con las caracterIsticas de este factor de crecimiento, primero, este es inestable en su estado 
activo teniendo una vida media de aproximadamente I h (Yao et al., 2010), Jo que puede haber 
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afectado su acciOn anti-librótica muy rápidamente en la herida: segundo. los autores no mencionan el 

origen de Ia proteina recombinante, esta es producida por diversos sistemas de producción de proteInas 

recombinantes (li. co/i. Baculovirus. células CHO, entre otras). TGF-f3L2.3 son factores de 

crecimiento codificados por genes clistintos (Occleston et al.. 2008), sin embargo poseen Lin alto grado 

de hornologla, En la mayoria de los ensayos in vitro Ia actividad biológica de las tres isoformas es 

similar. El receptor para las tres isoformas es el mismo. sin embargo estas tienen actividades biolOgicas 

in vivo diferentes y muchas veces contrapuestas. Esto puede significar que la actividad hiológica de Ia 

proteina recombinante aplicada en Ia herida no tenga la misma actividad biolOgica que la nativa. a 

pesar de contar con las modificaciones post-traduccionales producidas por los sisternas Cl-JO y 

baculovirus, si este fuera el caso. Tercero, los autores no consideraron Ia importancia del perfil de 

factores de crecirniento en la herida y solo se basaron en la aplicación de TGF-133, esperando que por si 

solo produjera el efecto regenerador esperado. Se ha visto que los factores de crecimiento actüan 

muchas veces concertadamente y de manera organizada en los procesos de reparacion (Broker et al.. 

1999). 

La propuesta y los resLiltados obtenidos en esta investigación podrian ser una forma de abordar nuevas 

terapias en el tratamiento para Ia reparación de heridas. PRPC-MSC presentan una capacidad 

proliferativa y de diferenciaciOn sobresaliente, además que pueden ser aisladas sin mayor dificultad 

desde material biológico de desecho. conio son los terceros molares extraidos habitualmente. Esto 

sumado al potencial de estas células de provenir de Lin tejido que se caracteriza por exhibir una 

constante renovaciOn celular v de evidente capacidad regenerativa coma es el dental (1-luang et al.. 

2009). 

Por otro lado. el cultivo celular en 31) utilizando matrices compuestas de materiales de origen natural 

presenta varias ventajas para uso en aproximaciones de ingenieria de tejidos y terapia celular. Las 

células al estar conlinadas dentro de la niatriz se encuentran protegidas contra las respuestas inmunes 

del hospedero cuando estas sean implantadas, además la rnatriz provee de una gran superficie para que 

las células puedan expandirse sin presentar inhibiciOn de crecimiento par contacto célula-célLila. 

Además el cultivo en 31D provoca Lin camhio fisiológico en las células que no está mediado apriori por 

Ia composición quimica de la matriz. si  no probablemente por señales mediadas par fenOmenos de 

rnecanotransduccion que provocan un cambio tanto a nivel metabólico como luncional de las células, 
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En esta investigacion Las células fueron sembradas en La rnatriz a bajas densidades. en comparación con 

otros trabajos donde se utilizan alginato y fibrina (Baumgartner et at.. 2010; Duggat et at.. 2009 Fang 

et at.. 2004: Trombi et at.. 2008), to que permite. entre otras cosas que Las restricciones difusionales de 

Los nutrientes al interior de Las capsulas sean minirnas, to que optirniza ta viabilidad celular al interior 

de La niatriz. Finatmente se cornprobó que las condiciones de cultivo evaluadas provocan La aclivaciOn 

de las céLuLas a un fenotipo secretor de TGF-J33, to que permitiria contar con una fuente estable de 

proteina nativa cuando Las céLutas sean impLantadas para promover La regeneración de una herida. 

La metodologIa de generar un fenotipo cetutar con propiedades especificas in vitro, para luego ser 

usado in vivo ha sido propuesto por varios autores y se ha demostrado qLie este se mantiene cuando Las 

célutas son inipLantadas en el tejido que requiere ser reparado (Sornoza et at.. 2010). En et trahajo 

citado se generó in vitro un tènotipo ccl ular secretor del factor de crecimiento BDNF. importante en La 

reparaciOn de tejido neural, a partir de MSC mediante LIfl carnbio en Las condiciones de cuttivo. luego 

estas células fueron imptantadas directarnente en La sustancia nigra de un niodeto de rata con 

Parkinson, se corriprohd que las cétulas siguieron produciendo el factor de crecirniento in vivo, dato 

importante teniendo en cuenta que las condiciones in vitro son rnuy distintas a Las que Las cdlutas se 

yen expuestas in vivo. 

Por otro Lado este sisterna permitirla proveer de un perfit de factores de crecimiento, adernás de TGF-

33, beneficioso para promover una reparación de niejor caLidad dc los tejidos. pues se comprobó que 

Las cdLutas en Las matrices expresan aLgunos factores de crecimiento imporlantes en La reparaciOn de 

heridas. Finalmente Los resuttados obtenidos hacen evidente que et entendimiento de Los efectos de La 

encapsulación u otros canihios de Las condiciones de cultivo en MSC. en Los mecanismos metabólicos 

y secretorios es critico para el diseño de un impLante generado mediante ingenierla de tejidos. 
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CONCLUSIONES 

El aislamiento, desde una población heterogenea. mediante la selección de celulas CD 105 \ CD271 

positivas perrnitió obtener sub-poblaciones (PRPC y PDLC CD271 '/CDIOS) con caracteristicas de 

proliieración y diicrenciación superiores a las células que no expresaban estos niarcadores. Esto las 

posiciona como las células a seleccionar en tratamientos medicinales en aplicaciones de ingenierla de 

tejidos. 

Células gingivales (GC) aisladas basándose en la expresión de CD271 /CD105. presentan 

caracteristicas dc diferenciación y proliferación inferiores en cornparación a PDLC 'i PRPC 

CD271 -/CD 105-. 

Las células PRPC aisladas del tejido periapical de la raiz dental. descritas en este trabajo, cumplen con 

los criterios establecidos internacionalmente para ser consideradas MSC. Este es el 6nico trabajo 

donde se comprueban completamente estos criterios en PRPC humanas. 

Las células PRPC-MSC expresaron ci mRNA de TGF-33 y FGF2 en todas las condiciones de cultivo 

analizadas. 

Las células cultivadas en monocapa contienen TGF-f33 intracelularmente y minimamente en forma 

extracelular. lo que penhlitirla concluir que la disponihilidad de TGF-f33 está rcgulada mediante la 

activación de la via de secreciOn y no de la transcripción de TGF-I33. 

Cuando las PRPC son cultivadas en cápsulas de alginato o f'ihriiia (3D) sobre secretan TGF-3 a las 24 

horas post-ensamblado en concentraciones de 174 pg/mE pg para 1x103  celulas. significativamente 

superior al cultivo en monocapa (54 pg/mL para lx l0 células), lo que permitirla concluir que, en las 

condiciones 3D analizadas. las seiaIes mecánicas Son más relevantes que la composición qulmica de Ia 

rnatriz en la inducción de la secreción de esta citoqLlina. Aunque Ia fibrina contribuve rnás que el 

alginato a los cambios observados (secreción de TGF-f33. expresión genica y crecimiento celular). 



El cambio en Ia condición de cultivo a 3D. produce una modificación en el estado metabólico de las 

células dada la mayor acumulación de lactato en ci medlo cuando las células están encapsuladas, en 

comparación a monocapa, to qie se atribuye a un cambio de utilización de sustratos para generar 

energIa (glutarnina sobre glucosa) 

La acumulaciOn de glucosa y Ia concentración de TGF-33 en el medio (serial autocrina), activan en 

parte la secreciOn de TGF-133. mientras que la expresiOn de PDGF esta determinada por Ia 

concentración de TGF-3 en ci rnedio. 

El cultivo de células PRPC-MSC en matrices 3D generan la expresiOn de un perfil de factores de 

crecimiento (TGF-33. EGF. FGF2, PDGF) favorable para el proceso de reparaciOn/regeneracion de 

una herida cutánea. 

La hipOtesis planteada se verifica. ya que PRPC en matrices tridimensionales secretan mayor cantidad 

de TGF-I33. Esto permite proyectar ci uso de estas células en ingenieria de teidos ya sea para 

prodLlcciOn biotecnologica del factor o córno células reparadoras, cuyo mecanismo de acción esté 

avalado por la capacidad de producciOn del factor TGF-33. seg6n la necesidad sensada en el 

microambiente de la lesion. 
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ABREVIACIONES 

BDNF: Factor de crecimiento derivado de cerebro 

BMP: Proteina morfogénica del hueso 

CMA: Células madre adultas 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

EGF: factor de crecimiento epidermal 

EL1SA: Ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas 

FDA: Federal drug administration 

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos 

GAG: Glicosaminoglicanos 

GC: Células gingi vales 

GFAP: Proteina acIdica fibrilar glia] 

hMSC: Células madre mesenquimáticas humana 

LAP: Proteina de asociación latente 

LLC: Complejo grande de latencia 

MEC: Matriz extracelular 

MSC: Célula madre mesenquimáticas 

LTBP: protelna de union a TGF-f. latente 

PBS: Tampon fosfato salino 

PC: Células de Ia pulpa dental 

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas 

PDLC: Células del tejido periodontal 

PRPC: Células de Ia papila periapical de la raiz dental 

PRPC-MSC: MSC derivadas de la papila periapical de la raIz 

RGD: Sitio de reconocimiento Arg-G ly-Asp 

Sil: Sistema de implante integrado 

TGF-p3: Factor transformante beta 3 

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial 

3D: tridimensional 
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Apéndice I 

DMEM 10% SFB 

ØTGFB3(40ng) 

Fibrina sin 
células 

Alginato sin 
células 

\ 
PRPC-MSC en 
fibrina 24 h 

PC-MSC en 
A1ginato24h 

PRPC-MSC en 
fibrina 48h 

PRPC-MSC en 
alginato 48h 

i7 
Aw 

PRPC-MSC en 
fibrina 72h 

PRPC-MSC en 
alginato 72 h 

PRPC-MSC en 
monocapa24h 

PRPC-MSC en 
monocapa48h 

PRPC-MSC en 
monocapa72h 

Figura suplementaria 1. Resultados preliminares obtenidos mediante el inmuno-ensayo- Dot-blot, 

que permitió observar que las células encapsuladas en fibrina y alginato secretaron TGF-3 al medio. 

En contraste esto no se evidenció para el cultivo en monocapa. 
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Figura suplementaria 2. Cálculo del rendimiento de glucosa en lactato 
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Figura suplementaria 3. Proliferación de PRPC-MSC en las condiciones de cuitivo analizadas. 

Los datos se encuentran graficados sin ser relativizados al tiempo inicial. 
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Apéndice II 

Cálculo del rnó(lUk) de Thiele 

Para determinar si existen restricciones difusionales de nutrientes (glucosa y oxIgeno) al interior de las 

matrices. se  usa el criterio del mOdulo de Thiele modificado para cultivo celular (Kim et al.. 1998). Se 

define que no hay restricciones difusionales cuando el modulo de Thiele es menor a 0.3. El cálculo se 

realiza mediante ]as siguientes expresiones. 

q = VAC 

X At 

9DC 

q = Captación de glucosa/tasa de respiración [moI/c61ula!seg] 

X = Concentración celular [célLllas/cn1] 

X' = Prornedio entre ci numero de células inicial y final 

r = Radio de la cpsu1a [cm] 

D = Difusibilidad de la glucosaloxIgeno en la matriz [cm2/scg] 

C = ConcentraciOn giucosa/oxigeno [mol/cm'] 

AC = Diferencia entre la concentración final e inicial 

At = Dilèrencia entre el tiempo fina[ e inicial 

V Volumen medio de cultivo 

Tabla suplementaria 1. Cálculo del modulo de Thiele determinados a partir de valores 
reportados máximos de q (quir) de oxIgeno y glucosa de cultivos primarios y valores 
reportados dc D para oxIgeno y glucosa reportados para las matrices de alginato y 
fibrina. La densidad celular. radio de la cápsula y concentración de glucosa 
corresponden a las utilizadas en este trahajo.  

Oxigeno Glucosa 

Alginato Fibrina Alginato Fibrina 

q 11 (mol/cell/s) 2.OE-i 6 2.OE-1 6 3,OE-16 3.OE- 16 

X (cell/cm') 4.OE+05 4.OE+05 4.0E+05 4.OE+05 

r(cm) 1.5E-01 2.3E-01 1,5E-0I 2.3E-01 

D (cm2/s) 2.1 E-05 2,1 E-05 6.4E-06 6.4E-06 

C (mol/cm) 2.2E-07 2,2E-07 5.5E-06 5.5E-06 

Thiele 0,043 0,102 0,009 0,020 
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Tabla suplementaria 2. Valores de Thiele calculados a partir de valores de q obtenidos en cada 
tiempo y a lacorres pond ienteconcentracion cel ular. 

__ 
 

glucosa 

m.,—)/L 
glucosa 
rnol/crn 

células células/cm' q (mo1/ceII/s') 
 Thiele 

Fibrina 24 1000,0 5.6E-06 25421 508417 1,13255E-19 9,5E-06 

48 947,2 5,3E-06 60766 1215326 3.99717E-18 8,OE-04 

72 922,3 5,1 E-06 63014 1260274 4.07531E-18 8,5E-04 

Alginato 24 936,1 5,2E-06 24773 1753215 2.763E-18 8,OE-04 

48 934.7 5.2E-06 52341 3704267 1.55756F-18 9,5E-04 

72 917.8 5,1 1 E-06 49106 3475276 1.48706E-18 8,5E-04 

SI! 24 989,5 5,5E-06 27378 136890 4,01436E-I9 1,5E-03 

48 929.5 5.2E-06 52015 260074 2.31 127E-17 1,7E-01 

72 903,6 5,OE-06 65664 328321 2.12514E-17 2,OE-01 
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