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RESUMEN

Se estima que cada afio millones de personas en el mundo quedan con cicatrices en la piel después de
algiun trauma o enfermedades degenerativas. La ingenieria de tejidos ha permitido el desarrollo de
estrategias donde las metodologias de curacion tradicionales no permiten una buena recuperacién de
los tejidos. Estas se basan principalmente en el desarrollo de sustitutos de piel usando matrices y
células, que luego de producido el dafio, son implantados.

Uno de los modelos celulares mas utilizados son las células madre mesenquimaticas (MSC), cuyo
potencial terapéutico es muy grande debido a su capacidad de diferenciacién multipotente, facilidad de
aislamiento desde multiples tejidos adultos y secrecién de factores de crecimiento (FC). Esta actividad
trofica de MSC ha emergido como la principal actividad terapéutica de MSC cuando son implantadas.
Estas observaciones, en conjunto con otras, han permitido dilucidar el nicho in vive de MSC como
pericitos, participando en procesos de homeostasis y reparacion de tejidos vascularizados. MSC
secretan una gran variedad de citoquinas y factores de crecimiento que median procesos anti-
apoptéticos, angiogénicos, 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 secrecién de
TGF-B3 por MSC. TGF-B3 juega un rol clave en la regeneracion y calidad de la reparacién tisular sin
la generacion de cicatriz. Como MSC son consideradas pericitos, orquestando procesos de reparacion
en tejidos vascularizados, se ha propuesto que estas son activadas mediante sefiales de dafio
indeterminadas hacia una célula medicinal, la cual producira moléculas bioactivas en el sitio de Ia
herida. Las condiciones que producen la activacion especifica de MSC son importantes de investigar.
Estos factores de activacién de MSC han sido descritos in vivo e in vitro como sefiales de dafio
provistas por el tejido dafiado.

Probablemente estas sefiales de activacion son factores solubles indeterminados, sin embargo las
sefiales producidas por fuerzas mecanicas, mediadas por mecanotransduccion, podrian tener un efecto
en la activacidon de un fenotipo medicinal de MSC, tal como tienen un efecto en la diferenciacién de
MSC.

En este contexto, se plantea la hipotesis que poblaciones seleccionadas de MSC aisladas de tejidos
dentales en condiciones de cultivo en tres dimensiones (3D), secretan TGF-B3 en cantidades mayores
que en la condicion de cultivo en monocapa. De este modo, el objetivo principal de esta tesis sera
establecer las condiciones de cultivo que proporcionen las sefiales necesarias que induzcan a MSC

adquirir un fenotipo de célula sobre-secretora de TGF-B3. Esto permitiria tener una fuente estable de



produccién 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 diferenciacion 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 hialurénico y fibrina)

La fibrina es una matriz bioactiva para las células, esta contiene sefiales especificas, como la secuencia
RGD, que las células reconocen, especialmente mediante integrinas. En contraste, el alginato es una
matriz que no contiene este tipo de sefializacién, por lo tanto no provee de un ambiente quimico
adecuado para las células para que estas desempefien funciones avanzadas mediadas por la interaccion
con la matriz. La comparacion de la secrecion de TGF-B3 por células cultivadas en estas tres
condiciones, nos permitio identificar que el proceso de encapsulacion provoco el cambio en la
secrecion, mas que la diferente composicion quimica de la matriz, mientras que los cultivos en
monocapa mostraron casi 10 veces menos secrecion de TGF-B3. Estos resultados muestran que las
fuerzas mecénicas, junto con cambios en la dinamica de interaccion entre la célula y la matriz, pueden
ser sefiales que activan a MSC hacia un fenotipo medicinal.

El estudio de estas interacciones se espera sea uno de los pilares en el disefio de futuras estrategias en
ingenieria de tejidos y terapia celular, que sean mas eficientes y efectivas en la reparacion/regeneracion

de tejidos dafiados



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 engineering has enabled the development of
strategies where traditional healing methods do not allow proper healing of tissues. These are based
maimnly 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 vivo 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-3 by MSC. TGF-$3 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 mechanotransduction, 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 (3D), secrete TGF-B3 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 mduce MSC to acquire a TGF-B3 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.



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 gelatin/chitosan/hyaluronic/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-$3 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-B3. 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.
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INTRODUCCION

1. Ingenieria de tejidos

Esta tesis doctoral se inserta en el marco de la ingenieria de tejidos, disciplina que emerge como un
campo multidisciplinario en la ingenieria biomédica, y cuyo principal objetivo es lograr la
regeneracion de nuevo material bioldgico para reemplazar tejidos y 6rganos enfermos o daiiados.
Dentro de esta disciplina, se ha puesto mucho énfasis en la biisqueda de nuevas estrategias para el
tratamiento de heridas producidas por dafios fisicos y dafios asociados a enfermedades. En la actualidad
estas estrategias estan enfocadas en la blsqueda de una mejor calidad de la reparacion del tejido, con
este fin se han desarrollado metodologias que involucran trasplante autologo, alogénico y xenogénico
de células en el lugar de la herida o en algunos casos de administracion sistémica (Caplan, 2007).
Ademas se han desarrollado implantes de matrices de diversos materiales de origen natural y sintetico,

usados solos 0 en combinacion con células de diversos origenes (Figura 1).

Utilizar matrices en combinacion con células es la aproximacién que ha generado los mejores
resultados y es en la cual se basan la mayoria de las estrategias para mejorar la calidad de la reparacion
del dafo tisular. En esta metodologia las células son sembradas en la matriz ex vivo antes del implante,
esperando que con el tiempo las células sinteticen una nueva matriz extracelular (MEC) a medida que
la matriz se vaya degradando. Para lograr este objetivo es muy importante que las células estén en un
microambiente favorable, en este caso otorgado por la matriz artificial y las sefiales producidas en el
lugar del implante. Es por esto que se han empleado distintos tipos de matrices, que difieren en
composicion y forma, en combinacion con diversos tipos celulares dependiendo de las caracteristicas

de la lesion y el 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 la
matriz con las células cultivadas en ella.

La funcién de la matriz, sea cual sea su material, es imitar la funcién 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 molde de soporte para
darle 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
interaccion célula-matriz también sirve para iniciar y mediar las respuestas que regulan el crecimiento
celular, la migracion, la diferenciacion, la sobrevivencia celular, la organizacion del tejido y el

remodelamiento de la matriz (Peng et al., 2008).



LLa matriz sintética debe presentar ciertas caracteristicas, entre las cuales se destacan ser tridimensional
(3D), proveer de una barrera con un apropiado flujo de agua y poseer una red porosa interconectada
que permita el crecimiento celular y el transporte de nutrientes y desechos celulares. Ademds, el
material de la matriz debe poseer ciertas propiedades de bio-absorcion que permitan la correcta
adhecion de las células, considerando que estas se adheriran de manera diferente a los distintos
materiales de las matrices, de esta manera se activan diferentes vias de sefializacion que afectaran la
proliferacion, diferenciacion y otras funciones celulares (Caplan, 2007). Por otro lado, la matriz debe
ser estéril, no toxica, producir una minima actividad inflamatoria y debe incorporarse permitiendo la
reparacion del tejido de buena calidad cosmética y funcional, ademas de facilitar la angiogénesis.
Finalmente el tratamiento debe tener una relacion costo-beneficio que permita la comercializacion del

producto bajo parametros productivos actuales (Metcalfe y Ferguson, 2007).

La ingenieria de tejidos de tercera generacion considera siempre la incorporacion de células al sistema,
en particular células madre. Por otro lado se considera el aporte de diversos factores de crecimiento que
contribuirdn a mejorar la actividad regeneradora, tanto de las células incorporadas en la matriz, como
también a las células propias del tejido donde se aplica el implante. Asi, la ingenierfa de tejidos basada
en estos tres componentes bioldgicos (matriz, células y factores de crecimiento) permitira la

regeneracion/reparacion de los tejidos de una manera mucho mas eficiente (Figura 2).

El marco tedrico que se propone en esta tesis dara cuenta de la posibilidad de unificar estos tres
elementos de manera optima y funcional, en particular para la generacién de un sistema donde la
matriz provea de la sefializacion adecuada para qué células madre mesenquiméticas (MSC) secreten
factores de crecimiento. Por esta razon se describiran en primera instancia algunos tipos de matrices
utilizadas en ingenierfa de tejidos, luego se abordaran los distintos factores de crecimiento cuya
funcionalidad es utilizada en ingenieria de tejidos, enfocindose en el factor de crecimiento
transformante beta 3 (TGF-3) como un agente regenerador de heridas en la piel. Luego se describiran
aspectos generales de células utilizadas en ingenieria de tejidos, en especial MSC, que tienen la notable
caracteristica de actuar como agentes tréficos, ademds de poseer un alto potencial de diferenciacién.
Finalmente se abordara la proyeccion de emplear estos sistemas en la regeneracién de heridas cutaneas.

planteando la utilidad que podrian tener los resultados de esta tesis en ingenierfa de tejidos.



Figura 2. Elementos de la ingenieria de tejidos. La ingenieria de tejidos combina 3
elementos fundamentales: células con capacidad mitética y de diferenciacion, en especial
células madre; matrices que imiten la funcion de la MEC y factores de crecimiento que
permitan una correcta funcionalidad celular hacia la regeneracién de un tejido en
particular.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Matrices e inmovilizacion celular

La inmovilizacion de células es una herramienta ampliamente usada en cultivo celular para ser aplicada
de diversas maneras. por ejemplo permitir el crecimiento de lineas celulares y cultivos primarios en
sistemas de biorreactores. Por otro lado, ha permitido el desarrollo de terapias con células
inmovilizadas que podrian ser beneficiosas para el tratamiento de enfermedades como la diabetes,
hemofilia, cancer y la insuficiencia renal (Orive et al., 2003). Esta técnica ha permitido, por ejemplo, el
trasplante de células madre (Park et al., 2007; Bensaid et al., 2003) y la administracion controlada in

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

Un efecto fundamental de la inmovilizacion es que las células se encuentran en un microambiente
similar a su ambiente fisiologico en comparacion con los métodos de cultivo tradicionales en 2D
(monocapa). Mas aln, si la inmovilizacion de células se realiza en matrices de origen natural como
colégeno, alginato y fibrina (Hunt y Grover, 2010), donde se recrea un ambiente que representa en
parte la geometria y la quimica de la MEC en la que las células se encuentran naturalmente en 6rganos
y tejidos (Vogel y Baneyx, 2003). Por esto no es de sorprenderse que los métodos tradicionales de
crecimiento en monocapa sean menos eficientes para el cultivo de células con fines productivos o

terapéuticos.

La regulacion de la funcion celular y el crecimiento en tejidos tridimensionales (3D) son areas de
interés en el desarrollo de nuevas técnicas en ingenieria de tejidos. En orden de determinar el criterio
de diseno de estas aproximaciones es necesario entender como funcionan las complejas vias
fisiologicas dentro del contexto fisico de células y tejidos. Para que las células respondan a su
medioambiente se deben sensar sefiales extracelulares para luego desencadenar la expresion o
represion de genes particulares. Estas sefales extracelulares pueden promover o restringir la
proliferacion celular, la migracion y la diferenciacion, remodelamiento de la matriz extracelular o

promover una reorganizacion de los tejidos. La comprension de como se regula la sefializacion externa



permitird la manipulacion de las vias de proliferacion y diferenciacién de muchos tipos celulares

(Eshghi y Schaffer, 2008).

Las mayores fuentes de sefalizacion extracelular provienen de factores de diferenciacion y de
crecimiento exdgenos, naturaleza y organizacion de la MEC soluble e insoluble, interacciones celulares
y estrés ambiental inducido por fuerzas de corte y tension, disponibilidad de nutrientes y oxigeno,

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

1.1 Tipos de matrices

Las matrices cumplen un rol fundamental en ingenieria de tejidos. En general se utilizan para imitar las
funciones de la MEC, funcionando como soporte y regulando la funcion celular mediante interacciones
especificas. Las matrices basadas en analogos de la MEC se caracterizan por tener una fraccion con un
volumen de porosidad muy alto. Su composicion quimica consiste principalmente en colagenos tipo | y
II'y copolimeros de coldgeno y glicosaminoglicanos (GAGs). Otro tipo de materiales que se utilizan
para construir matrices con accion biologica son: polipéptidos, hidroxiapatitas, hialuronato, quitosano,
alginatos, fibrina, entre otros. También se han utilizado materiales sintéticos como por gjemplo:
poliglicolida, polidcido y polilactico colicolida, que generalmente se usan en suturas (Metcalfe y
Ferguson, 2007). A continuacién se describiran algunos materiales de origen natural, que se

encuentran entre los mas utilizados para la inmovilizacion celular.
1.1.1 Coligeno

El colageno es una de las proteinas mas abundantes en los tejidos. Es usado cominmente como matriz
celular para ser implantada, pues posee una baja antigenicidad y promueve la proliferacién celular. Las
matrices de coldgeno entrecruzado han sido preferidas debido a una mejor propiedad mecénica y mejor

estabilidad (Liu et al.. 2008).

1.1.2 Gelatina

La gelatina es una forma hidrolizada del colageno, formada mediante el rompimiento de su estructura
de triple-hélice en una de moléculas de hebras simples. Tiene la ventaja, sobre el colageno. de no
presentar inmunogenicidad, ademas es completamente reabsorbida in vivo (Xia et al., 2004: Dainiak et
al., 2010). Un aspecto importante es que retiene la capacidad de sefializacion, por gjemplo mantiene la
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sefial de adhesion celular arginina-glicina-acido aspértico (RGD). Esta sefial es reconocida por ciertas
integrinas expresadas en la superficie de algunas células, mediando procesos biologicos bdsicos como
guiar a las células a lugares apropiados en los tejidos, proveer de anclaje celular y por altimo controlar
la proliferacion, diferenciacion y apoptosis (Ruoslahti, 1996). Debido a que la gelatina tiene menor
resistencia mecdnica, generalmente se usa en combinacion con otros biomateriales (Enrione et al..,

2010).

1.1.3 Quitosano

El quitosano es un derivado parcialmente deacetilado de la quitina, un abundante polimero natural y el
mayor constituyente de las conchas de algunos crustidceos. Es un polisacarido lineal consistente de
glucosamina y N-acetilglucosamina y es estructuralmente similar a los GAG, un importante elemento
estructural de la MEC de muchos tejidos. Este es un biomaterial muy usado en ingenierfa de tejidos por
su biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja inmunogenecidad, habilidad de gelificacion, alta
capacidad absorbente, capacidad bacteriologica-fungistatica y ser no toxico in vivo (Xia et al., 2004
Shi et al., 2006). La versatilidad del quitosano en términos de modificacion y combinacion con otros
polimeros ha permitido su uso para el desarrollo de una amplia gama de tejidos como hueso, higado,
tejido neural, tejido vascular, cartilago y piel (Shi et al., 2006). La gelatina y el quitosano han sido
combinados para sintetizar matrices caracterizadas por tener una excelente propiedad para ser
procesadas en matrices porosas, para su aplicacion en trasplante de fibroblastos y queratinocitos yen

regeneracion dérmica (Mao et al., 2003).

1.1.4 Alginato

El alginato es un polisacérido derivado de ciertas algas, tiene la propiedad tnica de gelificarse en
presencia de iones divalentes como el calcio. El alginato es uno de los biomateriales mas utilizado en
ingenierfa de tejidos. Sin embargo este ha sido de interés comercial desde 1930, cuando se
reconocieron sus propiedades como emulsionador, espesador y estabilizador (Wong, 2004). Este
biomaterial también se ha usado desde hace muchos afios para propésitos biomédicos, particularmente
en la fabricacion de parches quirtrgicos para tratar los exudados de las heridas. Sin embargo el
explosivo incremento en las aplicaciones biomédicas comenzaron cuando este material fue reconocido
como una matriz para la encapsulacion e inmunoproteccion para el trasplante de células ( Wong. 2004).
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Se han logrado cultivos estables en alginato con varios tipos celulares como condrocitos, células de
medula 6sea, mioblastos, fibroblastos, células de rifion, células epiteliales, hepatocitos, entre otras. El
alginato posee propiedades que lo hacen ser una herramienta muy (til en ingenierfa de tejidos. Es
biocompatible con las células y el tejido hospedero y sus propiedades fisicas pueden ser manipuladas
in vitro con cierta facilidad. Cuando ha sido trasplantado junto con células, se ha visto que las protege
del ataque del sistema inmune, mientras permite el correcto intercambio de nutrientes, oxigeno y
desechos con el exterior. Ademas tiene buenas propiedades mecanicas y elasticas (Ghidoni et al.,

2008).

1.1.5 Fibrina

La fibrina ha sido utilizada extensamente como matriz para células de diversos origenes, sola o en
combinacion con otros materiales para regenerar tejido adiposo, hueso, tejido cardiaco, cartilago,
higado. tejido nervioso, tejido ocular, piel, tendones y ligamentos (Eyrich et al., 2006). Las ventajas de
la fibrina es que gracias a su rol natural en la homeostasis y en la reparacion y regeneracion de los
tejidos, posee propiedades bioldgicas que proporcionan grandes ventajas al ser usada en ingenieria de
tejidos. Algunas de estas propiedades son: efecto antibacteriano, optimas propiedades de bio-absorcion,
interacciones especificas con ciertas poblaciones celulares y permite la migracion, proliferacion y

diferenciacion celular (Eyrich et al., 2006; Currie et al., 2003).

La fibrina es de manejo relativamente sencillo in vitro y sus caracteristicas fisicas pueden ser
moldeadas para cumplir con los requerimientos particulares de cada objetivo. Puede modificarse el
tamano de poro, ser usado como sistema de suministro de factores de crecimiento y modificarse sus
propiedades de bio-absorcion, entre otras ventajas (Currie et al., 2003).

Los geles de fibrina formados por proteinas plasmaticas purificadas adquieren estructuras y
propiedades mecdnicas que son muy similares a la matriz in vivo, esto hace que la fibrina no sea una
matriz pasiva (como por ejemplo lo es el alginato), sino que mantiene muchas de las funcionalidades
que tiene in vivo, por ejemplo une especificamente muchos factores de crecimiento y componentes del
codgulo como fibronectina y acido hialurénico. Por otro lado, la molécula de fibrina tiene dos pares de
sitios RGD que pueden interactuar con las integrinas. Esta actividad bioldgica la hace ser una matriz

atractiva para la diferenciacién de células madre e ingenieria de tejidos (Janmey et al., 2009).



2. Células utilizadas en ingenieria de tejidos

Las células que se implanten junto con la matriz son obviamente un factor fundamental en esta
estrategia, pues finalmente son éstas las que ejerceran una actividad bioldgica especifica, permitiendo
la recuperacion del tejido dafiado. El tipo celular y su accion bioldgica 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 matriz y en el lugar del implante es muy dificil de predecir con exactitud,
especialmente si las células provienen de cultivos primarios, los que intrinsecamente tienen un
comportamiento in vifro e in vivo post-implante muy variable, como consecuencia de su intrinseca
heterogeneidad, especialmente cuando las células tienen un estado indiferenciado o inmaduro como

ocurre en el caso de queratinocitos y células madre.

Aunque se han utilizado una diversidad de células en el disefio de piel artificial, junto con distintos
tipos de matrices, no se ha logrado desarrollar substitutos de piel que imiten la complejidad de la
misma (Liu et al., 2008). Es por esto que en los (ltimos afios se han incorporado en los sistemas de
matrices diversas c¢lulas madre (descritas més adelante), buscando con esto mejorar ciertos aspectos
de funcionalidad (Herdrich et al., 2008; Forbes et al., 2002; Jorgensen et al., 2004). Teéricamente,
mediante la incorporacion de células madre se podrian generar de novo todos los componentes de la
piel normal. Sin embargo esto estd lejos de lograrse en la practica, por lo que el uso de células madre
proporciona otras ventajas que se mencionaran mas adelante, como por ejemplo aprovechar su

capacidad proliferativa y en algunos casos su capacidad trofica (Caplan y Dennis, 2006).

3. Factores de crecimiento involucrados en la reparacion de heridas

Durante el proceso de reparacion se liberan una variedad de factores 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 regulacion de estos factores y también del
microambiente de la herida que favorece su actividad. En heridas de caracter leve, el proceso de
reparacion es controlado por la accién de estos factores de manera espacio-temporal especifica. Esto se
contrasta con lo que ocurre en heridas de cardcter grave o cronicas (Grazul-Bilska et al., 2003). Por

ejemplo, en quemaduras de segundo y tercer grado, el proceso de inflamacion es exagerado y prevalece
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en el tiempo. Como consecuencia se produce un ambiente proteolitico generado por las células
inflamatorias infiltradas en el lugar de la herida y consecuentemente hay una sobre-regulacion de
citoquinas pro-inflamatorias que inhiben la progresion normal de la reparacién. Este ambiente produce
la degradacion y secuestro de varios factores de crecimiento y citoquinas en el lugar de la herida.

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

Debido a esta desregulacion de la funcién de los factores de crecimiento en algunos tipos de heridas es
que se ha estudiado la posibilidad de aplicar directamente ciertos factores de crecimiento dependiendo
del tipo de dafo (Tabla 1). La familia de factores de crecimiento TGF-B es de especial importancia en
la reparacion de heridas. Se ha vinculado a TGF-B3 como un factor involucrado activamente en la

reparacion sin formacion de cicatriz.

4. TGF-B3

La familia de TGF-B estd compuesta por casi 50 miembros en todo el reino animal. incluyendo las
proteinas morfogénicas de hueso (BMPs). Las proteinas de esta familia tienen una funcién critica
durante el desarrollo embrionario y ademds regulan un amplio espectro de respuestas en el organismo
adulto. Sus actividades pleiotropicas incluyen inhibicion o estimulacién de la proliferacion celular,
control de la sintesis y degradacion de la MEC, control de las interacciones mesenquimaticas y
epiteliales durante la embriogénesis (Beanes et al., 2004). También estan involucradas en las respuestas
celulares a los dafos, en la angiogénesis, hematopoyesis, quimiotaxis y modulacién de las funciones
inmunes. Todas estas funciones son controladas por los miembros de la familia TGF-B de manera

contexto-especifica (Javelaud y Mauviel, 2004; Flanders et al., 2003).

Las isoformas mamiferas TGF-B1, TGF-f2 y TGF-B3, estin codificadas por tres genes distintos,
estructuralmente son casi idénticas (9 cisteinas conservadas, 76-80% de homologia aminoacidica). Son
sintetizadas por una gran variedad de células incluyendo a las plaquetas, macroéfagos, fibroblastos y
células tumorales (Javelaud y Mauviel, 2004). Las tres isoformas, aunque muy similares en estructura,
pueden tener distintas funciones, que pueden ser hasta opuestas, dependiendo del contexto en el cual se
encuentren. Estos factores de crecimiento estn involucrados en procesos fisiolégicos esenciales tales

como el desarrollo embrionario, diferenciacion, reparacion de tejidos y control del crecimiento celular
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(Flanders et al., 2003). TGF-B3, como las otras isoformas, es claramente un mediador enddgeno

importante de procesos de crecimiento, mantencion y reparacién en el desarrollo embrionario, en

neonatos y adultos. Los efectos farmacoldgicos observados in vitro e in vivo de TGF-B3 exogeno han

mostrado que podria tener aplicaciones clinicas en diferentes areas, como en la reparacion de heridas y

quimioproteccion (Mittl et al., 1996).

Tabla 1: Factores de crecimiento involucrados activamente en la reparacién de heridas en la piel.

Factor Células que los Blanco celular Funcién En ensayos clinicos
secretan para
Macrofagos, Proliferacién de queratinocitos,
EGF Monocitos, Células epiteliales | fibroblastos y células endoteliales. Ulceras venosas
Plaquetas Migracion de queratinocitos
Macroéfagos, Células
Monocitos, endoteliales, Proliferacion de queratinocitos, Ulceras diabéticas,
FGF células queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales. Venosas y por presion
endoteliales, fibroblastos Quimiotaxis y produccion de MEC
Plaquetas
Macrofagos, Células Quimiotaxis de células endoteliales
fibroblastos, hematopoyéticas, e inflamatérias. Proliferacion de Ulceras venosas y
GMCSF células inflamatorias, fibroblastos, activacion de arteriales
endoteliales neutrofilos, neutrofilos
fibroblastos
HGH Glandula Hepatocitos, Produccion de IGF-1 Ulceras venosas
pituitaria hueso, fibroblastos
Linfocitos, Monocitos,
1L-1 macrofagos, neutrofilos, Quimiotaxis de neutréfilos, Ulceras por presion
queratinocitos fibroblastos, monocitos y macrofagos
queratinocitos
Plaquetas, Proliferacion de fibroblastos y
macrofagos, Fibroblastos, células de musculo liso. Ulceras diabéticas y por
PDGF células de celulas de musculo Estimulacion de la quimiotaxis, presion
musculo liso, liso produccion de MEC y contraccion
neutréfilos
fibroblastos, Produccion de MEC, quimiotaxis,
TGF-B Plaquetas, hueso, queratinocitos, inhibicion de la proliferacién de Ulceras venosas y por
otras células células queratinocitos y células endoteliales presion
endoteliales,
linfocitos,
monocitos

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

una forma primaria inactiva, también llamado TGF-p latente (Figura 3). Esta forma inactiva o latente

consiste en un dimero de TGF-B asociado con el pro-péptido N-terminal del precursor de TGF-B
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(péptido de latencia o LAP) y la proteina de unién a TGF-p latente (LTBP). Este complejo TGF-
B/LAP/LTBP. también llamado complejo latente mayor (LLC), est4 asociado con la matriz extracelular
listo para una liberacion del TGF- activo (Figura 3). La activacién se produce mediante el corte del
péptido de latencia de manera muy regulada in vivo. Los agentes que producen la activacién son los
microambientes &cidos, plasmina, proteasas tipo plasminasas y la interaccion con la integrina avp6

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

La estructura de estas proteinas ha sido determinada mediante una combinacién de resonancia
magnética nuclear y cristalografia de rayos x (Figura 4). Los aminoécidos 45 y 47 interactian con la
a2-macroglobulina, una proteina abundante en el suero que se une a las formas latentes de TGF-B. Los
aminodacidos 67 y 68 determinan la afinidad de las isoformas por la proteina ligada a
glicosilfosfatidilinositol (GPI) en las células vasculares endoteliales. Los aminodcidos 92-98 regulan la
union de TGF- al receptor tipo I de TGF-B (TBRII) (Flanders et al., 2003; Mittl et al., 1996, Figura
4).

La senalizacion de TGF-f funciona a través de un sistema de proteinas de unién y un receptor de
membrana, que puede incluir receptores tipo [ y I (TBRI y TBRII respectivamente), receptores tipo II1
(TBRIII o endoglina o CD105), B-glicano (también es un TRRIII). proteina de anclaje a GPI y BAMBI
(receptor tipo I truncado natural; Flanders et al., 2003). La endoglina y el f-glicano pueden presentar el
TGF- al receptor tipo II que se compleja con el receptor tipo I y lo fosforila. Los receptores TBRI y
TPRII son quinasas serina/treonina transmembranales. donde TBRI fosforila moléculas intracelulares.
La senalizacion intracelular involucra a la familia de proteinas Smad, donde Smad-1 y Smad-2 son
directamente fosforiladas por TBRI para luego formar un complejo con Smad-4. Este complejo entra
directamente al nicleo donde interactiia con otros factores de transcripcién para regular la
transcripeion.  En contraste, Smad-7 inhibe la fosforilacion de Smad-2 y Smad-3 en una
retroalimentacion negativa para prevenir la sobre estimulacion de la célula mediante TGF-B (Flanders
et al., 2003; Wallace y Hardy, 2005; Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de accién de TGF-B. Dentro de la célula, el TGF- sufre protedlisis desde el
C-terminal de su proteina precursora, pero permanece unido no-covalentemente al péptido de latencia
(LAP), formando un complejo pequefio de latencia. Este complejo es exportado desde la célula donde
se une a la proteina de unién a TGF-§ latente (LTBP) mediante enlaces de cisteina para formar el
complejo de latencia mayor (LLC). En esta forma circula extracelularmente. La protedlisis del LLC
libera al TGF-f lo que permite que se una al dominio extracelular del receptor de TGF-B. Este receptor
puede estar conformado de hasta 3 polipéptidos dimericos: TBRI, TBRII y TBRIIL. No se sabe si TGF-
P se une solo a TPRIL, lo que facilitaria la fosforilacién de TBRI, o mas bien se une a TBRI y TRRII
para afectar la fosforilacion de TPRI. Se sabe que TBRII modula la via de sefializaciéon de TGF-B. La
fosforilacién de TPRI activa el dominio intracelular serina/treonina kinasa que causa la fosforilacién
de R-Smads 2/3. Este complejo se asocia con Co-Smad-4 para translocarse al nicleo. El Smad-7
inhibe la activacion de los R-Smads (Smad-1-2-3-5 y -8) mediante diferentes mecanismos. En las
células endoteliales, la union de TGF-B a su receptor fosforila y activa receptores quinasa tipo
activinas ALK-1 y ALK-5. La sefalizacién de TGF-p mediante ALK-5 y la subsecuente fosforilacion
de R-Smad 2/3 lleva a la inhibicion de la proliferacién y migracion de las células endoteliales, por otro
lado la sefializacion via ALK-1 y R-Smad 1/5 induce la proliferacién y migracion, Figura adaptada
desde Flanders et al., 2003; Wallace y Hardy, 2005.
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Figura 4. Estructura de TGF-B. (A) Estructura 3D de TGF-f3,
se muestran los monoémeros (cadenas grises y negras) unidos por
los puentes disulfuro (puntos). (B) Estructura 3D de TGF-p, se
destacan los aminoécidos importantes en la union de la proteina a
su receptor (Flanders et al.. 2003; Mittl et al., 1996).

Los TPRIII no tienen actividad quinasa, estos tendrian mas bien un rol de modulacién del acceso a los
ligandos por parte de los receptores tipo I y I y se consideran més bien proteinas transmembranales de
union a TGF-P, que estan involucradas de manera importante en la regulacion de la accién biolégica de
las distintas isoformas (Wong et al., 2000). La endoglina 0 CD105 es una glicoproteina que se expresa
de manera importante en células endoteliales, se ha visto que co-inmunoprecipita con TBRI y/o TBRII,
lo que sugiere que forma un complejo con estos receptores (Wong et al., 2000; Wallace y Hardy,
2005). El p-glicano tiene gran homologia con la endoglina, sin embargo es capaz de unirse a las tres

isoformas, mientras que la endoglina s6lo une a TGF-B1 y TGF-B3 (Wong et al., 2000).
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4.1 TGF-B3 como un agente anti-cicatriz

De las tres isoformas de TGF-B que han sido identificadas en especies de mamiferos hasta hoy. TGF-
B1 es la que ha sido mas estudiada y la que primero se descubri6. Se ha visto que tanto TGF-B1 y TGF-
P2 estan involucradas principalmente en la respuesta inflamatoria y por lo tanto promueven la
reparacion rdpida que termina en la formacion de cicatrices, mientras que TGF-B3 provoca una
respuesta curativa sin generacion de cicatriz, similar a lo que ocurre en tejidos fetales y embrionarios
(Beanes et al.. 2004). Es por esta razon que se han realizado algunos estudios en modelos animales
donde se ha demostrado que TGF-B3 esta directamente involucrado en la reparacion de las heridas sin

formacion de cicatriz (Hao et al., 2008). Algunos antecedentes que sugieren que TGF-B3 es un agente

anti-cicatriz son:

- Esta presente en altos niveles en piel en desarrollo y en heridas de embriones que se reparan sin
cicatriz

- Esta presente en bajos niveles durante la reparacion de heridas en adultos

- Es tardiamente inducido en el proceso de reparacion de heridas en adultos cuando los niveles
de TGF-B1 empiezan a decaer

- La neutralizacion de TGF-B3 en heridas de organismos adultos hacen que la cicatriz sea de
menor calidad.

- La adicion de TGF-B3 en heridas de organismos adultos reduce o elimina la formacion de
cicatriz

- Ladelecion del gen de TGF-B3 causa que las heridas en embriones se reparen dejando cicatriz.

En la reparacion de heridas de piel tratadas con TGF-3 se produce una estimulacién de la invasién
celular de fibroblastos hacia el codgulo de fibrina lo que tiene al menos dos efectos beneficiosos.
Primero, las células pioneras abren las vias facilitando la invasién celular posterior; segundo, los
fibroblastos depositan matriz extracelular de manera tal que restituyen la arquitectura normal de la
dermis, mientras que las heridas no tratadas muestran un alineamiento de los fibroblastos
predominantemente en la interface entre el codgulo de fibrina y los margenes de la herida resultando en

haces paralelos organizados de coldgeno anormal de tejido cicatricial (Ferguson y O’Kane, 2004).
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A diferencia de TGF-B1, TGF-B3 no circula en la sangre, no es liberado por degranulacion de
mastocitos en el lugar de la herida y probablemente esté estrictamente regulado mediante la maquinaria
sintética de los queratinocitos y fibroblastos de la piel. Como se indicé anteriormente, la sincronizacion
de la aplicacion de este factor es crucial y se podria hipotetizar que TGF-B3 es uno de los reguladores

maestros de la regeneracion 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 crecimiento especificos, para el tratamiento de
heridas cronicas y otros defectos de la piel, es una aproximacién de la ingenierfa de tejidos que ha
tomado mucha fuerza. Esto es principalmente por el hecho que mediante el uso de estos factores se
podria de alguna manera regular el proceso de reparacion, que muchas veces se encuentra desregulado
produciendo heridas que no sanan, como es el caso de algunos tipos de Glceras y formacion de
cicatrices. Otro posible beneficio de esta aproximacion es que se ha visto que una exposicion temprana
de la células involucradas en la reparacién de una herida a factores de crecimiento particulares pueden
programarlas para producir resultados a largo plazo muy diferentes (Ferguson y O’Kane, 2004). Esto
podria aprovecharse principalmente en evitar que se forme una cicatriz, por ejemplo aplicando TGF-
P3. para permitir una programacion de las células involucradas en la reparacién para no producir

cicatriz.

En la actualidad solo hay un medicamento aprobado por la Food and Drug Administration (FDA), el
Beclapermin, cuyo principio activo es PDGF-BB recombinante. Su indicacién es para el tratamiento
de tlceras de pie diabético mediante su aplicacion topica. Sin embargo, hay muchos estudios clinicos
en desarrollo que buscan utilizar otros factores crecimiento, como VEGF y TGF-B3. Juvista es un
medicamento, cuyo principio activo es TGF-B3 y que recientemente finalizo estudios clinicos en fase
3. Aunque en estudios clinicos fase dos habia mostrado resultados beneficiosos (Ferguson et al.. 2009),
en la siguiente fase no se lograron los resultados esperados
(http://www.renovo.com/en/products/juvista). En este momento los autores del estudio estan
analizando los resultados para buscar 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 aplicacion topica de factores de crecimiento
no ha dado los resultados esperados son por ejemplo, la degradacion de las proteinas producida por el
ambiente proteolitico de las heridas, especialmente las cronicas. Este problema se ha tratado de
sobrellevar mediante terapia génica y otros sistemas de suministro, como por ejemplo polimeros con
factores anclados a su superficie que permiten una liberacion sostenida. Sin embargo estos sistemas no

han tenido el éxito esperado (Davidson, 2008).

Los factores de crecimiento recombinantes son herramientas basicas en ingenieria de tejidos, sin
embargo estos pueden ser extremadamente costosos y aun mds importante, tener una actividad
biolégica insuficiente in vivo (Robson et al., 1998). Las condiciones in vivo son mucho mds complejas
y muchas variables afectan notoriamente la actividad de estas proteinas, tales como protedlisis, vida
media no suficiente para ejercer su actividad, nula interaccion con la MEC, patrones de glicosilacion

no adecuados y falta de accion sincrénica con otros factores de crecimiento (Lee et al., 2011).

El tiempo en el cual se aplica el tratamiento en la herida es muy importante. Se ha visto que los
mejores resultados se obtienen dentro de las primeras 48 hrs de ocurrido el dafio (Ferguson y O’Kane,
2004). Sin embargo, la maduracion completa de la cicatriz en el hombre demora hasta 6 meses. lo que
posibilitaria que tratamientos tardios tengan todavia un efecto positivo sobre la formacion de la
cicatriz. Ciertos procesos que ocurren en la herida son criticamente importantes de detener lo mas
pronto posible, como es el caso de la produccion de TGF-B1, el que es liberado casi inmediatamente
ocurrido el dafio, desencadenando la respuesta inflamatoria y por consiguiente los procesos rio abajo
que llevarian a la formacién de cicatriz. Por otro lado la rdpida administracién de factores de
crecimiento como TGF-f3 tendria efectos positivos en el desarrollo final de la curacién de una herida y

la formacién de cicatriz.

Es por estas razones que el desarrollo de tecnologias que permitan incorporar una forma de liberar
factores de crecimiento como TGF-B3 en las heridas es de vital importancia para sobrepasar los
problemas que tienen los actuales substitutos de piel. Como se mencioné anteriormente, también se
estd poniendo énfasis en el uso de células madre en ingenieria de tejidos. La propuesta abordada en el
desarrollo de esta tesis tiene relacion con estos dos aspectos, es decir utilizar células madre como

productoras de factores de crecimiento, especificamente TGF-B3, para incorporarlas eventualmente en
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un sistema de substituto de piel. Esto permitiria tener una fuente de liberacion prolongada del factor de
crecimiento desde el lugar de la herida, aprovechando las caracteristicas particulares de este tipo de
células. Ademas, en este sistema se lograria una liberacion prolongada del factor de crecimiento, bajo
el control de la célula, donde dependiendo de las condiciones intrinsecas del tejido puede ser activada

para liberar el factor o suprimir su produccion.

6. Células madre

Las células madre (también llamadas células troncales) son células no especializadas que poseen una
habilidad significativa para autorrenovarse y ademas, dar origen a células diferenciadas especializadas
cuando reciben las sefales adecuadas. Esto es posible gracias a que poseen la capacidad de dividirse
asimétricamente, de tal forma que una de las células hijas mantendra la caracteristica de célula
indiferenciada y la otra célula hija estard comprometida para diferenciarse a algin linaje celular mas

especializado (Knoblich, 2008).

Las células madre se pueden clasificar segin su origen. Asi se pueden distinguir dos grandes grupos,
aquellas que estdn presentes en tejidos embrionarios y aquellas presentes en los tejidos no
embrionarios, en adelante, células madre adultas (CMA). Estas altimas pueden ser pluripotentes,
multipotentes. oligopotentes o unipotentes. Existen tantos tipos de CMA como tejidos distintos, asi se
han encontrado CMA en la medula Osea, sangre periférica, cerebro, tejidos dentales, vasos sanguineos,
musculo esquelético, epitelio de la piel, sistema digestivo, tejido adiposo, cdrnea, retina, higado, hueso,
pancreas y foliculo piloso, entre otros (Murielle et al., 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 un tejido expiran naturalmente, puedan ser reemplazadas expeditamente para proveer de un
balance fisiologico en el organismo. Toda célula en el cuerpo tiene una vida que varfa entre algunos
minutos a muchos afios dependiendo de la célula. La expiracion de ciertas células permite que el tejido
se rejuvenezca a si mismo y provee al tejido de los mecanismos para cambiar lentamente sus
propiedades en funcion de la edad y de su uso. Por lo tanto, las CMA son la fuente de las partes de

reemplazo de unidades vencidas, pero también sirven como fuentes de reserva celular para tejidos
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dafados o comprometidos que requieran una reparacién o regeneracion més extensiva (Caplan y

Dennis, 2006).

A no ser que estén respondiendo a sefiales producidas por algiin trauma, las CMA se dividen con baja
frecuencia in vivo para mantener la homeostasis dentro de los tejidos en los cuales residen. Por esta
razén las CMA residen en nichos especificos donde son expuestas a distintas sefales microambientales
para mantener su estado indiferenciado. Después de un dafio al tejido donde residen, se producen
sefales especificas que promueven que las CMA adopten un programa de diferenciacién hacia alglin

tipo celular especifico del tejido.

Por mucho tiempo se pens6 que las CMA sélo podian dar origen a células pertenecientes al tejido
donde se encuentran. Sin embargo, se ha descrito que, tanto in vivo como in vitro, que las CMA pueden
diferenciarse a células de otros tejidos totalmente distintos del cual se aislaron (Wagers y Weissmann,
2004). A este fenémeno se le ha denominado plasticidad celular, concepto que sugiere que la
determinacion de linaje de una CMA no esté definido rigidamente sino que puede ser flexible (Wagers
y Weissmann, 2004; Somoza et al., 2008). En consecuencia, el potencial terapéutico de las CMA se
ampliaria, y su uso en terapia celular e ingenieria de tejidos para el tratamiento de distintas
enfermedades y dafos a los tejidos seria més factible debido a las pocas o nulas restricciones bioéticas

relacionadas con su obtencion.
6.1 Cé¢lulas madre mesenquimaticas (MSC)

Las MSC son un tipo de CMA que se aislan principalmente a partir de la médula ésea y tejido adiposo,
sin embargo se han aislado de otros tejidos como el cordén umbilical, musculo esquelético, piel, sangre
periférica, membrana sinovial, placenta y dientes (Minguell et al., 2001; Tuan et al., 2002; Huang et
al., 2009; Jo et al., 2007: Herdrich y Liechty, 2008). Estas células pueden ser expandidas ex vivo e
inducidas, tanto in vivo como in vitro, a diferenciarse hacia todos los fenotipos maduros del linaje
mesenquimatico: adipocitos, osteocitos, condrocitos, miocitos, tenocitos y estroma de soporte

-

hematopoyético (Dominici et al., 2006; Minguell et al., 2001).

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

caracteristicas que las hacen ser una herramienta apropiada para utilizarse en distintos tipos de terapias
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celulares para diversas enfermedades, como también en la ingenieria de tejidos (revisado en Somoza y
Rubio, 2012). Estas caracteristicas son:
e  Fdcil obtencion desde el propio paciente
e  Rapida expansion en cultivo
e  No son teratogénicas
e Son parte del sistema de reparacion natural de diversos tejidos
e  Se pueden diferenciar tanto in vitro como in vivo a diversos linajes celulares, incluidos los
mesenquimaticos y otros como el neural (transdiferenciacion)
e  Son poco inmunogénicas
e  Son inmunomoduladoras
*  Son mediadores troficos, es decir son capaces de secretar distintos factores de crecimiento y
citoquinas para permitir la modulacion de la fisiologia del tejido donde residen y en el cual
estan ejerciendo una accion reparadora (Caplan, 2009; Somoza et al., 2008. 2010: Tuan et al..
2002).

Una de las funciones mds importantes y substanciales de las MSC es secretar cantidades importantes
de moléculas bioactivas en respuesta a su ambiente local o su estado de actividad. Los factores que
secretan ejercen diversas funciones que van en beneficio de la reparacion de los tejidos frente a dafios y
otras acciones moduladoras. Por ejemplo, los factores secretados inhiben la apoptosis y limitan el
campo del dafio, inhiben la fibrosis, estimulan la angiogénesis. estimulan la mitosis de progenitores
especificos e intrinsecos del tejido y modulan la respuesta inmune, entre otras funciones (Meirelles et
al., 2009; Caplan, 2009).

La gran cantidad de tejidos desde los cuales se han aislado MSC ha llevado teorizar que estas células
tienen un origen més bien vascular, es decir, residirian en todos los tejidos asociadas a los vasos
sanguineos como pericitos. Esto permitiria que estuvieran disponibles inmediatamente después de
algan dario al tejido para ejercer su accion 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 al., 2009; Spath et al.,
2009; Jo et al., 2007). Aunque recientemente se estan 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 ésea, principalmente a su facil obtencion desde piezas dentales después de su

extraccion y su gran capacidad proliferativa y de diferenciacion (Jo et al., 2007).
6.2 MSC derivadas de tejidos dentales
Para el objetivo de este trabajo se planteo utilizar MSC derivadas de tejidos dentales. Una pieza dental

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

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

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

periodontal (A); Foliculo apical de la raiz y encia (flecha) (B); Pulpa (C)
La mayoria de las personas tendran que extraerse los terceros molares (o muelas del juicio) en algin
momento de sus vidas, esto permitiria tener una fuente de MSC mucho més accesible que la medula
osea. Las células que componen estos tejidos estan sujetas a altas fuerzas de tension, esto supone un
mejor comportamiento al cultivarlas en matrices y en sistemas de biorreactores, donde las fuerzas de
tension sobre las células son mayores que en el caso de cultivos en 2D (monocapa) (Huang et al., 2009;
Pinkerton et al,, 2008). Otra ventaja de utilizar células aisladas de tejidos dentales es la alta tasa de
recambio, principalmente el 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 la caracteristica tnica 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 estd mediada por la integrina avp6 y su interaccion con TGF-B3, el cual se encuentra en
mayores cantidades en la mucosa oral en comparacién con la piel. Este antecedente, junto a los
mencionados anteriormente, hacen de las MSC aisladas desde tejidos dentales buenas candidatas para
ser usadas en ingenieria de tejidos, con la finalidad de aprovechar su eventual actividad trofica

regeneradora.

6.3 Aislamiento de MSC desde tejidos dentales

Las MSC expresan distintos marcadores de superficie, algunos de los més utilizados para su
caracterizacion son CDI10, CD13, CD29, CD44, CD51, CD73, CD90, CD105, CD106, CDI146,
CD166, STRO-1, CD271, SSEA-4 y a-SMA, entre otros. A la vez que son negativas para CD14, CD34
y CD45 (Jarocha et al., 2008; Buhring et al., 2007; Kolf et al.. 2007). El aislamiento de MSC desde la
medula dsea puede realizarse mediante la expansion de células adherentes, sin embargo esto no es
aplicable al aislamiento de MSC desde tejidos dentales, pues en estos hay diversos tipos celulares que
tienen la capacidad de adherirse a la placa de cultivo. Por esto es necesaria la seleccion de poblaciones
especificas de células basada en la presencia o ausencia de marcadores de superficie especificos de
MSC (Herdrich y Liechty, 2008). Ciertas sub-poblaciones han probado tener propiedades ventajosas en
comparacion con la poblacion total. Por ejemplo, células aisladas desde cultivos de MSC en funcién de
la expresion de los marcadores CD271 y CD105 tienen 4 veces mayor capacidad clonogénica (CFU-F)
que la poblacion heterogénea de la cual provenian, junto con mejores capacidades de diferenciacion
hacia algunos linajes. Ademds estos dos marcadores se expresan en MSC aisladas de varios tejidos y
han sido utilizados sistematicamente para caracterizar los cultivos de MSC (Jarocha et al., 2008;
Buhring et al., 2007: Quirici et al., 2002).

CD271 se conoce también como el receptor de baja afinidad del factor de crecimiento nervioso
(LNGFR), a pesar que es una proteina putativa del sistema nervioso, se ha demostrado que MSC lo
expresan basalmente sin estar comprometidas necesariamente hacia el linaje neural. Esto no es algo
fuera de lo comun, pues también se ha visto que estas células expresan otros marcadores del linaje
neural en estado indiferenciado como es el caso de Nestina, GFAP, NF-M y GalC (Somoza et al.,
2008).
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Como se describio anteriormente, CD105 es una proteina transmembranal asociada con los receptores
de TGF-B, denominada también endoglina o TPRIIL Su expresion 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 CD105 sugiere que parte de su
actividad biologica podria estar regulada por la accion de las isoformas de TGF-. En efecto, TGF-B1 y
TGF-B3 son sefales que producen la diferenciacion de MSC a condrocitos y ambas isoformas se unen

a TBRIII (Wong et al.. 2000).

En general se sabe que TGF-B, como otros factores de crecimiento, ejerce una accién autocrina sobre
las células que lo secretan. estimulando su propia sintesis (Barrientos et al., 2008). Es por esto que la
seleccion de MSC basada en la expresion de este marcador podria permitir tedricamente obtener
células con la capacidad de producir TGF-B3. Por otra parte la seleccion de células CD271°, permite
recuperar aquellas que manifiestan una mayor capacidad proliferativa. Teniendo en cuenta estos
antecedentes, en esta investigacion se seleccionaron sub-poblaciones de MSC aisladas de tejidos

dentales basandose en la expresion de estos dos marcadores.

6.4 MSC en ingenieria de tejidos y el tratamiento de heridas

Debido a las caracteristicas de las MSC, hay numerosos estudios donde se han utilizado en ingenieria
de tejidos para la reparacion de hueso, cartilago, tendén, misculo y piel, con resultados positivos en
modelos animales (Caplan 2007; Tuan et al.. 2002). El uso de MSC en el tratamiento de heridas ha
demostrado tener buenos resultados, como la capacidad de acelerar la reparacion en modelos animales
y en humanos. EI mecanismo mediante el cual la administracion terapéutica de MSC puede mejorar la
reparacion de una herida no ha sido determinado con precision, sin embargo se piensa que ellas acttian
mediante multiples mecanismos (Figura 6), incluyendo la diferenciacion celular, efectos paracrinos
mediante la produccion de factores de crecimiento, citoquinas y quimioquinas, produccién y
mantencion de MEC, modulacion del sistema inmune y contraccion de la herida (Herdrich y Liechty,
2008). Mediante estos mecanismos también pueden aumentar el reclutamiento de células al lugar del

dario, estimular 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 accién terapéutica de MSC. Se cree que la principal
actividad biologica de MSC es mediante la secrecion de diversos tipos de citoquinas y factores
de crecimiento. El tipo de factores secretados depender4 de la condicién microambiental donde
se encuentren las células (Figura adaptada de Meirelles et al., 2009).

Se ha visto por ejemplo, que MSC derivadas de medula 6sea producen efectos positivos en la
reparacion de heridas en ratones normales y diabéticos permitiendo una mejor re-epitelizacion,
infiltracion celular y la angiogénesis. Por otro lado las heridas tratadas con MSC exhiben una mayor
regeneracion de estructuras diferenciadas formadas por queratinocitos enddgenos, lo que sugiere que
factores paracrinos secretados por MSC en la herida juegan un rol fundamental en la reparaciéon y/o

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

En un principio, el interés por las MSC surgio6 principalmente por su capacidad de diferenciarse no solo
a los distintos linajes mesenquimdticos, sino que ademds por su capacidad de diferenciarse a muchos
otros tipos celulares de distintos tejidos, es decir su plasticidad. Suméandose también al hecho que su
aislamiento desde tejidos como la médula ésea y el tejido adiposo es relativamente sencillo y que
ademds se ha observado que tienen propiedades inmuno-moduladoras y son poco inmunogénicas. Sin
embargo recientemente se ha demostrado que la eficacia de las MSC en terapia celular también esta
relacionada con la produccion de diversos factores de crecimiento que juegan un rol en la coordinacion
y regulacion de los procesos celulares implicados en la remodelacion del tejido dafiado (Liu et al.,
2006), produciendo efectos protectores y estimulando la poblacion residente de células madre en un

tejido en particular.

Todas las células secretan varios agentes bioactivos que reflejan su estado funcional v la influencia del
microambiente en donde estan. Claramente a medida que las MSC progresan hacia un fenotipo, 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 finalmente gobiernan el estado
funcional y fisiologico de las mismas células que los secretan como también a las células que se

encuentran cercanas (Caplan y Dennis, 2006).

El amplio potencial secretor y la falta de localizacion substancial de MSC sugieren que cuando son
infundidas sistémicamente ejercen un efecto terapéutico mediante la liberacion de citoquinas que
actban localmente, y quizds a distancia en los tejidos. Mas que servir como células madre para
regenerar los tejidos, como se propuso originalmente, en algunos casos ellas sirven como fibricas
celulares que secretan mediadores para estimular la reparacion de los tejidos 0 modular el ambiente

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

Se ha observado que el tejido fuente de MSC puede ser importante en determinar la actividad
biologica. Las MSC han sido aisladas a partir de muchos tejidos y la expresion génica parece reflejar al
tejido desde el cual las células fueron aisladas. Estos datos sugieren una heterogeneidad bioldgica

relevante dentro de las MSC en diferentes tejidos, posiblemente incluyendo distintos perfiles de

25



expresion de citoquinas, asi diferentes fuentes de tejido pueden estar especialmente bien posicionados
para aplicaciones clinicas especificas. En este sentido, es importante destacar que utilizar MSC aisladas
desde tejidos dentales podria ser favorable para obtener células capaces de secretar factores como
TGF-B3 para la reparacion de heridas de mejor calidad, como se ha visto que ocurre en algunos tejidos
dentales (Metcalfe y Ferguson, 2007, Eslami et al., 2009). Se ha visto que la terapia celular de ciertas
enfermedades y dafios a los tejidos utilizando MSC de diversas fuentes ha tenido resultados
promisorios, especialmente en lo que se refiere a regeneracion de tejidos, efectos anti-cicatriz y
angiogénesis y que estos efectos estan relacionados mas bien con un efecto trofico, mas que por un

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

El aislamiento y las condiciones de expansion del cultivo como la densidad de sembrado. el medio de
cultivo, la suplementacion de suero y la extension de la expansion ex vivo, pueden impactar
significativamente la expresion génica, incluyendo la expresion de citoquinas. Mds atin, cultivos en 3D
en contraste al cultivo convencional en monocapa puede generar MSC con perfiles de expresion de
citoquinas unicos. Estas observaciones sugieren que los protocolos de procesamiento y cultivo in vitro
pueden ser modificados para aumentar o reprimir la expresion de genes especificos en 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) como VEGF, bFGF, IL-6, PIGF (factor de crecimiento de placenta), EGF, LIF, varias
interleuquinas, entre 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 tener un uso terapéutico o en
ingenieria de tejido, pero presentan la ventaja que en ciertas condiciones, esta secrecion se mantiene
estable durante el tiempo (Kagiwada et al., 2008). Dada la importancia que tendrian los factores
secretados por MSC, es de especial interés aplicar la capacidad tréfica de estas células con fines

terapéuticos, sumandole a sus propiedades como células madre.

En esta investigacion se propone que la capacidad de una MSC de secretar estos componentes
bioactivos se podria manejar in vitro, al igual como se estimula la diferenciacion a distintos linajes
celulares, produciendo una activacion de MSC a un fenotipo sobre-secretor de algin factor de

crecimiento en particular, en este caso de TGF-B3. Esto se puede manejar mediante sefiales especificas
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que estimulen la generacion del nuevo fenotipo. Esta aproximacion 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 muy bajos vy su naturaleza de
cultivo primario las hace muy dificiles de trabajar. Ademds los niveles de secreciéon que se pueden
obtener manejando de manera “epigenética” la adquisicién de este fenotipo u otro pueden estar muy
cercanos a lo que se lograria mediante modificacion genética (Hao et al., 2008; Somoza et al., 2010;
Acevedo et al., 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

determinados inequivocamente por lo que su uso no esta clinicamente aceptado.
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HIPOTESIS

Poblaciones seleccionadas de células madre mesenquimaticas secretan mayor cantidad de TGF-
B3 cuando son cultivadas dentro de una matriz tridimensional (3D) comparado con el

crecimiento en condiciones convencionales de cultivo en monocapa.

OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar las condiciones de crecimiento que permitan que células madre seleccionadas

incrementen la secrecion de TGF-B3 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.
Determinar secrecion de TGF-$3 por MSC cultivadas en monocapa

Establecer las condiciones de cultivo en tres dimensiones (3D) que permitan que MSC de origen

dental seleccionadas, sobre-secreten TGF-p3.
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MATERIALES Y METODOS
(Objetivo 1)

1. Cultivos celulares

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

consentimiento informado por el paciente.

1.1 Ligamento periodontal: las células aisladas de este tejido se denominan células del ligamento
periodontal (PDLC). EI ligamento periodontal se obtiene desde el tercio medio de la superficie de la
raiz (Figura 5A). La pieza dental se recibe inmediatamente después de haber sido extraida en tampon
fosfato salino (PBS) pH 7,4 (Hyclone Thermo Scientific, EEUU) suplementado con antibidtico
(estreptomicina/penicilina) 100 ug/ y 100 U/ml respectivamente (Gibco, EEUU). En un gabinete de
Bioseguridad (Forma Class 11 A2, Thermo Corporation, EEUU), se procesa el tejido raspando
mediante el uso de un bisturi la seccion de la pieza dental donde se encuentra el mismo, se lava tres
veces con PBS con antibidtico y luego el tejido se corta en pedazos de aproximadamente 1-2 mm y se
siembra en placas de cultivo de 10 em® en medio de cultivo DMEM (Hyclone Thermo Scientific,
EEUU) suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Biological Industries, Israel) y antibiético (Medio
completo). La placa se mantiene en un incubador (Thermo Forma Direct Heat CO, Incubator, Thermo
Scientific, EEUU) a 37°C, 5% CO, en ambiente humidificado. El tejido (explante) en el medio 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 el cultivo se encuentra a un 80% de confluencia las
células se despegan de la placa de cultivo con tripsina 0,25% (p/v), EDTA 2.65 mM (Gibco,
Invitrogen, EEUU) (tripsinizacion) y se cuentan en cdmara de Neubauer mediante la técnica de
exclusion celular con azul de tripan (Gibco, Invitrogen, EEUU). El cultivo se expande hasta obtener un
numero adecuado de células (aproximadamente 1x107 células) para realizar los experimentos

posteriores.
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1.2. Foliculo periapical de la raiz: Las células aisladas de este tejido se denominan células del
foliculo periapical de la raiz (PRPC). El procedimiento para aislarlas es el mismo que se describio para
PDLC, sin embargo el explante proviene del tejido que cubre la base de la raiz en desarrollo (Figura
5B).

1.3. Encia: las células aisladas desde este tejido se denominan células gingivales, el procedimiento es
idéntico al descrito anteriormente, el tejido se obtiene de la seccion de la encia que queda adherida a la

pieza dental después de la extraccion (Figura 5B flecha).

2. Separacion inmuno-magnética de sub-poblaciones celulares

Para obtener las sub-poblaciones celulares de interés se utilizo la técnica de separacién inmuno-
magnética. En esta técnica se aprovecha la interaccién de antigenos de superficie especificos que
expresan las células, con microesferas stper-paramagnéticas de poliestireno de 4.5 um de didmetro,
recubiertas con anticuerpos primarios o secundarios. Estas microesferas corresponden a la tecnologia
Dynabeads de Invitrogen (EEUU). Se utilizo un kit de Dynabeads que permite que después de la
separacion, las células puedan ser aisladas de las microesferas magnéticas (CELLection Pan Mouse
IgG Kit, Invitrogen). Estas microesferas estdn cubiertas con un anticuerpo monoclonal anti IgG de
raton unido a las microesferas mediante un segmento de DNA. Esta configuracion permite utilizar
cualquier anticuerpo primario contra el antigeno de interés que haya sido sintetizado en raton y ademas
permite la separacion 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 la separacion (Figura 7). Las

microesferas magnéticas en este sistema no pueden ser reutilizadas.

Para el estudio se separaron 2 sub-poblaciones celulares basiandose en la expresion de los marcadores
de superficie CD271 y CD105, que se expresan en MSC y que segln la literatura presentaria ventajas
comparativas con respecto a los cultivos heterogéneos, en relacion a su capacidad proliferativa y de
diferenciacion (Jarocha et al., 2008). A su vez y seglin la hipétesis planteada, se espera que tengan una
mayor capacidad de secrecion de factores de crecimiento como TGF-B3. Finalmente se seleccion la

sub-poblacién que expresaba ambos marcadores (doble marcaje).
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Incubacion delas células con
las microesferas magnéticas
unidas alos anticuerpos
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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 raton
mediante un enlazador (linker) de DNA. Se puede utilizar cualquier anticuerpo
monoclonal sintetizado en raton. Las microesferas se incuban con el anticuerpo
primario a utilizar, luego se mezclan con la poblacion celular de la cual se
quiere separar la sub-poblacion de interés, en este caso células CD105/CD271".
Mediante un iman se separan las sub-poblaciones, luego se realiza un
tratamiento con DNasa para separar las células 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 tres tejidos dentales se tripsinizan
y se lavan con PBS, luego se centrifugan a 400 x g durante 5 min a temperatura ambiente y se
resuspenden a una densidad 1x10 células/ml en PBS + 0,1% BSA (Sigma, EEUU) y 0,6% citrato de
sodio (Merck, EEUU) a 4°C. En paralelo a la preparacién de las células se preparan las microesferas
paramagnéticas, para lo cual se lavan 25 pl de solucién con microesferas (equivalente a 1x10’

microesferas) con PBS + 0,1% BSA, pH 7,4. Para esto se coloca el tubo en el iman permitiendo asi la
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separacion de las microesferas de la solucién, finalmente se resuspenden en 25 ul de buffer 1. Una vez
finalizado el proceso de lavado se mezclan las microesferas con 0,5 pg de anticuerpo primario anti-
CD105 (Invitrogen, EEUU) y anti-271 (Abcam, EEUU) la solucion se incuba 1 h a 4°C con rotacion y
mezclado. Luego se coloca el tubo en el iméan durante 1 min, se descarta el sobrenadante y se lava 2
veces con 2 ml de con PBS + 0,1% BSA, pH 7.4. Finalizado el proceso de recubrimiento de las
microesferas con los anticuerpos primarios de interés se agregan 25 ul de éstas a 1x107 células. La
solucion de las células con las microesferas se incuba durante 1 h a 4°C con rotacién y volteo.
Finalizada la incubacion se coloca el tubo en el iman durante 2 min. Luego se retira el sobrenadante
(que corresponde a la sub-poblacion negativa). El sobrenadante se resuspende en medio completo y se
siembra en frasco de cultivo de 25 cm® (Nunc, Termofisher, Denmark). Las células que permanecen
unidas al iméan se lavan 3 veces resuspendiendo en con PBS + 0,1% BSA, pH 7.4. Finalmente las
células unidas a las microesferas se resuspenden en 200 ul de RPMI 1640 (Hyclone Thermo Scientific,
EEUU) + 1% SFB, CaCl, ImM y MgCl, 4 mM, pH 7,0-7,4 a 37°C. Para separar a las células de las
microesferas se agregan 4 ul del “realising buffer” que contiene la DNasa (Invitrogen, EEUU), se
incuba durante 15 min mezclando y en rotacion, luego se coloca el tubo en el iman durante 2 min y
sobrenadante se retira y se procede a sembrar las células ya liberadas en frascos de cultivo de 25 cm?.
Ambas sub-poblaciones, la negativa y la positiva para los marcadores elegidos, se cultivan hasta
confluencia. Estos cultivos se expanden hasta frascos de cultivo de 75 ¢cm’ para tener un nimero

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

3. Caracterizacion de los cultivos

Los cultivos de MSC se caracterizan por tener células adherentes con morfologia fibroblastoide, tener
la capacidad de diferenciarse a por lo menos tres linajes mesenquimaticos como son el linaje
adipogénico, osteogénico y condrogénico y expresar un panel caracteristico de marcadores de
superficie. Como parte de la caracterizacion, también se evalué cualitativamente la diferenciacion
neural, para determinar si los cultivos obtenidos tienen la plasticidad celular descrita para MSC de

otros tejidos (revisado en Somoza y Rubio, 2012).
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3.1. Diferenciacion al linaje adipogénico.

Las MSC se siembran a una densidad de 2,5 x 10" células/em® en medio de cultivo completo. Luego de
24 h, el medio de cultivo se cambia por el medio de diferenciacion adipogénico que contiene
dexametasona 1 uM (Santa Cruz Biotechnology, EEUU), isobutil-metil-xantina (IBMX) 100 ng/ml
(Santa Cruz Biotechnology, EEUU), Insulina 0,2 U/ml (Humalog, Indianapolis, EEUU), Indometacina
100 uM (Santa Cruz Biotechnology, EEUU). Luego de 10 dias, cambiando el medio 2 veces a la
semana, se chequea la aparicion de gotas de grasa intracelulares observando en el microscopio éptico
invertido. Se realiza en ese momento la tincién con Oil Red O que se considera diagnéstica de la

diferenciacion adipogénica.
3.1.2 Tincién con Oil Red O

Se prepara una solucion Oil Red O (Santa Cruz Biotechnology, EEUU) saturado en isopropanol 60%
(v/v). Para ello, se entibia a 37 °C, luego se agrega Oil Red O hasta generar una solucion saturada y se
filtra con un filtro de 0,2 um (Merck Millipore, EEUU). Las células se lavan 2 veces con 0,25 ml/cm’
de PBS. Se agregan 0,25 ml/ecm’ de Oil Red O saturado en isopropanol y se incuba 1 h a temperatura
ambiente. A continuacion, se lava 2 veces con 0,25 ml/cm® PBS y se observan las gotas de grasa

tefiidas de color rojo en el microscopio dptico invertido con contraste de fase.
3.2 Diferenciacion al linaje osteogénico.

Las MSC se siembran a una densidad de 2,5 x 10" células/cm” en medio de cultivo completo. Luego de
24 h, el medio de cultivo se cambia por el medio de diferenciacion osteogénico que contiene
dexametasona 0,1 pM, ascorbato-2-fosfato 50 ug/ml (Santa Cruz Biotechnology, EEUU), B-glicero-
fosfato 10 mM (Santa Cruz Biotechnology, EEUU). El medio se cambia cada 2 dias agregando
ascorbato-2-fosfato dia por medio. Al dia 21 de iniciada la diferenciacion, las células se tifien con

Alizarin Red para detectar la mineralizacion de la matriz extracelular.
3.2.1 Tincion con Alizarin Red

Las células se lavan 2 veces con 0,25 ml/cm” de PBS luego se fijan con etanol 70% durante 30 min a
temperatura ambiente. Se lavan nuevamente con 0.25 ml/cm’ de PBS, luego se incuban con 0,25

ml/cm’ de una solucién Alizarin Red (Santa Cruz Biotechnology, EEUU) en NaH,PO, 40 mM durante

34



10 min a temperatura ambiente. Después de lavar 5 veces con agua bidestilada (0.5 ml/em?) se incuban
con 0.25 ml/ecm’ de PBS durante 15 min a temperatura ambiente y finalmente se observa el precipitado

rojo de hidroxiapatita en el microscopio optico invertido con contraste de fase.
3.3 Diferenciacion al linaje condrogénico

Las células se siembran en microgota (5x10° células/ul) para lograr la densidad y conformacioén
tridimensional necesarias para inducir la formacién de una micromasa. Transcurridas 2 h se reemplaza
el medio de cultivo completo por medio de diferenciacion condrogénico que contiene dexametasona
0,1 uM., ascorbato-2-fosfato 50 pg/ml, insulina 0,5 U/ml y TGF-B3 10 ng/ml (Gibco, Invitrogen,
EEUU). Luego de 7 dias, cambiando el medio de diferenciacion 2 veces a la semana y agregando
ascorbato-2-fosfato dia por medio, las células se tifien con Safranina O para analizar la mantencién de

la micromasa y la sintesis de proteoglicanos.
3.3.1 Tincion con Safranina O

Se prepara una solucion Safranina O (Santa Cruz Biotechnology, EEUU) al 0,1% (p/v) en etanol. Las
células se lavan 2 veces con 0,25 ml/cm’ PBS y se fijan con 0,15 ml/cm® de etanol al 70% (v/v)
durante 10 min, luego se agrega 0.15 ml/ecm’ de Safranina O y se incuba 5 min a temperatura ambiente.
A continuacién, se lava 1 vez con 0,25 ml/ecm?® de agua destilada, 5 veces con 0,15 ml/ecm’ de etanol
70% (v/v) y 1 vez con 0,15 ml/em® de etanol absoluto. Finalmente se observa la micromasa y

proteoglicanos tefiidos de color rojo al microscopio Optico invertido con contraste de fase.
3.4 Diferenciacién neural

Los cultivos de MSC pre-confluentes son tripsinisados y resuspendidos en medio de cultivo. Las
células se siembran en placas bacteriolégicas no adherentes de 60 mm, con médio de diferenciacion
compuesto de DMEM/F12 (Gibco, EEUU) suplementado con B27, N2 (ambos de Gibco, EEUU), el
medio es suplementado cada 2 o 3 dias con EGF y FGF (R&D Systems, Inc. EEUU) a una
concentracion de 10 ng/mL, para permitir la agregacion celular y la formacion de neuroesferas. Luego
del periodo de agregacion celular, las neuroesferas son transferidas a placas de cultivo adherentes con
cubre objetos previamente tratados con Poli-L-Lisina para continuar con el proceso de diferenciacion.

Después del protocolo neural se evalia mediante inmuno-citofluorescencia la expresion de dos
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marcadores del linaje neural, GFAP (marcador temprano de astrocito) y GAP43 (marcador de

neuronal).
3.5 Proliferacion y viabilidad celular
3.5.1 Exclusion de Azul de Tripian

Para realizar el conteo celular después de cada tripsinizacion se utiliza la técenica de exclusion celular
mediante azul de tripan, esta técnica se basa en que el azul de tripan puede penetrar la membrana de las
células que han perdido sus integridad y por lo tanto estan muertas y no asi la membrana de las células
que estan vivas, distinguiéndose al microscopio las células muertas de las vivas. Para realizar el
recuento celular se utiliza una camara de Neubauer tifiendo las células con azul tripan 0.4% (p/v)
(Gibco, Grand Island, NY, EEUU). Para ello las células se diluyen 1:1 con azul tripan y se cuentan al
microscopio Optico (x10) en 4 cuadrantes de la cdmara de Neubauer. La densidad celular se calcula de

acuerdo a la siguiente formula:
Densidad celular: [células/ml] = Promedio n° células contadas/4 x 10*x 2

El nimero total de células se calcula multiplicando la densidad celular por el volumen total en el cual

se resuspendieron.
3.5.2 Ensayo colorimétrico WST-1

Para analizar la viabilidad celular y proliferacion se utilizard el ensayo colorimétrico WST-1 (Roche,
Alemania). Este ensayo se basa en medir la actividad metabdlica de las células en cultivo midiendo la
actividad mitocondrial. WST-1 es una sal de tetrazolium, la cual solo puede ser metabolizada por
células viables para dar origen a un compuesto soluble y coloreado llamado formazan, que puede ser
rapidamente cuantificado leyendo en espectrofotometro la absorbancia a 570 nm. La cantidad de
formazan formado esta directamente relacionado con la cantidad de células metabélicamente activas en
el cultivo, permitiendo determinar su viabilidad y capacidad proliferativa, tanto en cultivos en

monocapa como en cultivos en 3D.

Para realizar el procedimiento, se siembran las células a una densidad inicial de 4x10" células/cm’ ya

las 24 h se agrega medio DMEM sin SFB + 20% (v/v) WST-1 y se incuban durante 4 h a 37 °C.
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Posteriormente se determina la absorbancia a 450 nm (referencia 595 nm) en un lector de microplacas.

Los valores de A4so se normalizan con respecto al blanco y al valor inicial (dia 0).

3.5.3 Ensayo live/dead

Para observar la localizacion y la viabilidad de las células inmovilizadas en alginato y fibrina se
utilizara un ensayo viabilidad/citotoxicidad que permite distinguir células vivas y muertas por
diferencias de color al ser observadas en microscopio de fluorescencia. EI método se basa en que las
células vivas se distinguen por una actividad esterasa ubicua, determinada por la conversion enzimatica
de la calceina AM permeable a las células, a una calceina fluorescente. Esta forma de la calceina se
retiene dentro de la célula viva produciendo un intenso color verde fluorescente. Por otro lado el
monomero de etidio (EthD-1) entra en las células con las membranas dafiadas, al unirse a los acidos
nucleicos aumenta en 40 veces su fluorescencia produciendo un color rojo fluorescente en las células

muertas.

Las capsulas de alginato y fibrina se incuban 1 h con la solucién de calceina AM y EthD-1 (Invitrogen,
EEUU). Luego se realiza un corte transversal de la cdpsula usando un bisturi y se observa en un

microscopio invertido de fluorescencia.

3.6 Citometria de flujo

Un total de 1x10° células se fijan en etanol. Fracciones celulares de 3x10° se resuspenden en PBS con
SFB y se incuban con el anticuerpo primario correspondiente durante 30 min. (CD34 (Beckmann
Coulter), CD44 (Caltag), CD45 (Beckmann Coulter), CD73 (BD Pharmingen), CD90 (BD
Pharmingen) y CD105 (Caltag)) conjugados con fluorescein isothiocyanate-(FITC) o phycoerytrin-
(PE). Posteriormente se lavan dos veces con PBS mediante centrifugacion. Luego las células son
resuspendidas en 600 ul de PBS/formaldehido 1%. El anélisis de las sub-poblaciones se llevo a cabo en
citometro de flujo Coulter® Epics® XL™, Beckmann Coulter utilizando el programa Coulter®
Epics® XL™ 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-33 intracelular las células se permeabilizan utilizando etanol frio al 70%. este se

incuba con las células en solucion durante 10 min. Luego se centrifuga 10 min a 2.000 x g, se elimina
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el sobrenadante y se resuspende el pellet en 1 ml de PBS con 2% SFB mantenido a 4°C. La suspensién
celular se alicuota en 0,3x10° células/tubo y se centrifuga durante 10 min a 2.000 x g. Luego se agrega
el anticuerpo primario anti-TGF-B3 (R&D Systems, EEUU) en PBS 2% SFB. El anticuerpo y la
solucion celular se incuban a 4°C durante 1 h. Posteriormente se centrifuga y se agrega el anticuerpo
secundario conjugado con Alexa Fluor 488 (Invitrogen, EEUU). Este se incuba 1 h a 4°C en oscuridad.

Finalmente se centrifuga y resuspende en PBS 2% SFB y la solucion se pasa por el citometro.
3.7 Inmuno-citofluorescencia

Las células se siembran en placas con cubreobjetos, posteriormente las células adheridas a los
cubreobjetos se fijan con metanol frio durante 10 min. Luego se lavan dos veces con PBS.
Posteriormente se agrega PBS 1% Triton X-100 y se dejan a temperatura ambiente por 30 minutos.
Luego se agrega una solucién bloqueadora (compuesta de PBS 1% Triton X-100 suplementada con 2%
de SFB), se incuba a temperatura ambiente por otros 30 minutos. Luego las células se incuban con
anticuerpo primario anti-CD105 (1:200) (Invitrogen, EEUU), anti-CD271 (1:500) (Abcam, EEUU),
anti-Cx43 (1:500) (Sigma, EEUU) o anti-NeuN (1:300) (Chemicon, EEUU) en la solucion
bloqueadora, en una cdmara himeda por 3 horas a temperatura ambiente o bien a 4° C toda la noche.
Finalizada la incubacion se lava 3 veces con solucion bloqueadora y se incuba 30 min con anticuerpo
secundario (Alexa Fluor 488 F(AB")) en oscuridad. Luego se lava 3 veces con solucion de bloqueo y se
incuba 10 min con ioduro de propidio, finalmente se lava con solucién de bloqueo y se monta los
portaobjetos utilizando medio de montaje (Dako. Dinamarca) para ser observado al microscopio de

fluorescencia invertido Eclipse TE2000-U (Nikon, Japén).
(Objetivo 2)
4  Cultivo en matrices 3D

4.1 En fibrina

El coagulo de fibrina se prepara con soluciones que contienen fibrindgeno, fibronectina, trombina,
factor XIlI, plasmindgeno y aprotinina. El fibrindgeno es convertido en mondmeros de fibrina que son
luego entrecruzados por el factor XIII activado, el cual cataliza la formacion de enlaces lisil-glutamina

covalentes (Bensaid et al., 2002). Para inmovilizar las células en el codgulo de fibrina, éstas se
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suspenden en 25 uL de solucion salina (300 mosm) con trombina 7 mg/ml (Sigma, EEUU) y se
mezclan con igual volumen de una solucion de fibrindgeno 54 mg/ml de proteina coagulable (Sigma,
EEUU) (Acevedo et al., 2009). La mezcla de la trombina con las células y el fibrindgeno se realiza
sobre cada pocillo de una placa de 24 pocillos (1,9 cm?). Se espera 5 minutos a que se forme el coagulo

y luego se agrega el medio de cultivo completo.
4.2 En alginato

Se utiliza una solucién de alginato al 1,2% que contiene las células a inmovilizar en una densidad de
0.4x10° células/ml. Esta solucion se hace pasar por una jeringa de 22G lentamente, luego las gotas se
reciben en una solucion de cloruro de calcio 100 mM con agitacion constante. En agitacion se incuba
las cépsulas en el cloruro de calcio durante 10 min. Se espera un minuto hasta que las capsulas
decanten y luego se retira el cloruro de calcio, finalmente se lavan las capsulas tres veces con cloruro
de sodio 9 %. Luego se depositan las cdpsulas en placas de 24 pocillos y se le agrega el medio

completo de cultivo.
4.3 Cultivo en Sistema de Implante Integrado SII

El sistema de implante integrado (SII) es una matriz polimérica a base de quitosano/gelatina/acido
hialurénico. Para su sintesis se siguié el procedimiento descrito por Liu et al, 2004. Una soluciéon de
gelatina grado USP (1% p/v) (Merck, Alemania) se mezcla con una soluciéon de quitosano (2% p/v)
(Sigma, Alemania) en una solucion de acido acético (1% v/v) y acido hialurénico (0,01% p/v) (Sigma,
Alemania) a una razén de 7:2:1 a 50°C en una placa petri. Luego la mezcla se enfria, se congela v se
liofiliza. Luego de generada la matriz polimérica esta se entrecruza usando acido sulfénico 2-
morfolina-etano (MES) 50 mM. carbodiimida 1-etil-(3,3-dimetil-aminopropilo) (EDC) 20 Mm y N-
hidroxisuccinimida (NHS) 8 mM. Luego de este proceso la matriz se lava con etanol y se somete a
liofilizacion, obteniéndose asi una matriz seca y estable (Liu et al, 2004). Luego la matriz de
Gelatina/Quitosano/Acido Hialurénico se corta en pedazos de 1x1 cm y posteriormente se desinfecta
con etanol al 75% durante 24 h. La matriz desinfectada se seca usando papel filtro estéril y se suspende
en medio de cultivo completo durante 24 h. Posteriormente los trozos de matriz se secan en papel filtro

estéril y se depositan en placas de 24 pocillos, luego las células se siembran en la matriz utilizando
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gelificacion in situ (Young et al., 2006), para esto 4x10° células/ul de trombina en solucion salina se
mezclan con 25 ul de fibrindgeno (20 mg/ml de proteina coagulable), directamente sobre la matriz.

Después de 5 min se agrega el medio de cultivo completo.

5. Obtencion de medio condicionado

Con el objetivo de determinar las concentraciones de TGF-B3 secretado por las células, el consumo de
glucosa y la produccion de lactato, se recolectan muestras de medio a distintos tiempos post-siembra.
Luego el medio se centrifuga a 2.500 x g para descartar células o restos celulares. Todos los medios

condicionados se almacenan en un freezer a -80°C para los andlisis posteriores.

Los experimentos en las distintas condiciones, cultivo en monocapa, en fibrina, alginato y SII, se
realizaron al menos por triplicado en experimentos independientes (utilizando células obtenidas desde
tejidos dentales de distintos pacientes). El medio condicionado se recolecto a 24, 48 y 72 h. La
concentracion celular se mantuvo constante en todas las condiciones (2x10° células/pocillo). El ensayo
de viabilidad celular utilizando WST-1 se efectué en el mismo momento en que se recolectd el medio
condicionado. Ademds en otro pocillo sometido a las mismas condiciones se retira el medio y se
procede a la extraccion de RNA desde las células en cultivo. Los medios condicionados recolectados se
utilizaron para el ensayo ELISA (previa activacion de TGF-p3) y para determinar el consumo de

glucosa y la produccién de lactato.
5.1 Determinacion del consumo de glucosa

Los medios condicionados en las distintas condiciones estudiadas se retiran de la placa de cultivo, se
filtran utilizando filtros de jeringa de 0.22 um (Millipore, EEUU). Luego a 50 ul de medio
condicionado se le agrega 1000 ul del reactivo Glucose liquicolor (Human, Alemania), que se basa en
la determinacion de la glucosa después de la oxidacion enzimatica en presencia de glucosa oxidasa. Se
incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente y se determina la absorbancia a 500 nm de la
muestra y el reactivo estindar provisto por el fabricante. La concentraciéon de glucosa se calcula de

acuerdo a la siguiente formula:
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C =555 X AA st [mmol/]
AAcsi:‘mdar

5.2 Determinacion de la produccion de lactato

Los medios condicionados en las distintas condiciones estudiadas se retiran de la placa de cultivo, se
filtran utilizando filtros de jeringa de 0,22 um (Millipore, EEUU). Luego a 10 ul de medio
condicionado se le agrega 1000 pl del reactivo Lactate Dry-Fast (Sentinel Diagnostics, Italia). Luego
se incuba a 37°C durante 10 min y se determina absorbancia a 550 nm de la muestra y el estandar

provisto por el fabricante La concentracion de lactato se calcula de acuerdo a la siguiente férmula:

C = AA uesira X [estéandar] x 0,1110 [mmol/l]
AAeslﬂndar

5.3 Activacion de TGF-B3

TGF-B3 es secretado por las células tanto en su forma inactiva como activa (Lyons, 1988). El ensayo
de ELISA utilizado estd disefiado para detectar la forma activa de la proteina, asi alicuotas de los
medios condicionados de todas las condiciones de cultivo fueron sometidas al protocolo de activacién.
Para esto se agregan 25 pl de HCl I N a 125 ul de medio condicionado. Esta mezcla se incuba por 10
min a temperatura ambiente. Luego se agregan 25 ul de una solucion de NaOH 1,2 N y Hepes 0.5 M.

Finalmente se agregan 800 pl de BSA 1%.

5.4 Determinacion de TGF-B3 activo mediante Dot-blot

El inmuno ensayo Dot-blot se realizé6 sobre membranas de nitrocelulosa (Millipore, EEUU). Las
membranas se activan 10 min en metanol a temperatura ambiente y luego se depositan 10 ul de medio
condicionado (previamente sometido al proceso de activacion). Luego se bloquea la membrana con

BSA durante 2 h y se incuba con anticuerpo anti-TGF-3 (R&D Systems, EEUU) toda 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). Luego se revela utilizando un sustrato de peroxidada para
membranas (KPL, EEUU). Se utiliza un estandar comercial como control positivo (Recombinant

Human TGF-B3. Gibco, EEUU).

6. ELISA

Para la deteccion y cuantificacion de TGF-B3 se utilizd un kit comercial Human TGF-B3 DuoSet
ELISA kit segiin protocolo del fabricante. Este kit contiene los elementos basicos que se requieren para
el desarrollo de ELISA sandwich para medir TGF-B3. Los pocillos de placas P96 se recubren con un
anticuerpo monoclonal anti-TGF-B3. Después de lavar el exceso de anticuerpo se aplica la muestra
problema en la que se encuentra el antigeno (medios condicionados obtenidos de las distintas
condiciones de cultivo), que sera retenido en el pocillo al ser reconocido por el primer anticuerpo.
Después de un segundo lavado que elimina el material no retenido se aplica una solucién con un
segundo anticuerpo anti-TGF-B3 marcado con biotina, la deteccion se realiza agregando streptavidina
conjugada con peroxidasa y luego la solucién sustrato (H,O, y tetrametilbenzidina), finalmente se
determina la concentracion del antigeno midiendo absorbancia a 450 nm, extrapolando en una curva

de calibracion. Este ensayo tiene una gran especificidad y sensibilidad debido a la amplificacion de

sefial que permite el segundo anticuerpo (Figura 8).
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Figura 8. ELISA sandwich. El pocillo se recubre con el primer anticuerpo anti-TGF-
B3, luego se agrega la muestra donde se quiere evaluar la concentracién del antigeno,
el cual queda inmovilizado. Luego se agrega un segundo anticuerpo anti-TGF-B3 el
cual viene marcado con biotina, posteriormente se adiciona streptovidina-HRP para la
deteccion y cuantificacion midiendo absorbancia a 450 nm.

Antigeno (TGF-[13)

7. Extraccion de RNA
7.1 Desde cultivo en monocapa

Después de retirar el medio de cultivo, las 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 incuba 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se agregan 0,3 ml de cloroformo (Merck.
Darmstadt, Alemania) por cada ml de Trizol utilizado, se agita enérgicamente durante 15 s y se deja
reposar durante 3 min a temperatura ambiente. Luego se centrifuga durante 15 min a 12.000 x ga 4
°C. La fase acuosa se traspasa a un tubo eppendorf nuevo al que se agregan 0,5 ml de isopropanol por
cada ml de Trizol utilizado. EIl 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 °C. El precipitado de
RNA se lava con 1 ml de etanol 75% (v/v) preparado en agua libre de RNAsa (Hyclone Thermo
Scientific, EEUU) y se centrifuga durante 10 min a 12.000 x g a 4 °C. 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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y se incuba durante 10 min a 65 °C para lograr una mejor disolucion del RNA. Finalmente el RNA se

guarda a -80 °C para ser utilizado posteriormente.

7.2 Desde fibrina, alginato y SII

La extraccion de RNA a partir de matrices ricas en polisacaridos, como las utilizadas en este estudio.
representa un problema para la obtencion de RNA de calidad, pues estos materiales interfieren con las
técnicas de extraccion convencionales como Trizol. Por este motivo se adaptd un protocolo descrito

anteriormente por Wang y Stegemann, 2010.

Las muestras (células encapsuladas en Fibrina, Alginato y SII) se congelan a -80°C. una vez
congeladas se muelen hasta obtener un polvo fino y luego se transfieren a tubo de microcentrifuga libre
de RNasa con 600 pl de tampén de extraccion previamente temperado a 65°C, compuesto de Cloruro
de Benzalconio 2%. polivinilpirrolidona 2% (PVP 40 (Kollidon K-30, Pharma Ingredients, Alemania),
NaCl 1.4 M (Merck, Alemania), Tris-HCI 100 mM (Merck, Alemania), EDTA 20 mM (Sigma, EEUU)
y beta-mercaptoetanol 1%, preparado en agua libre de RNasa). La solucion se agita vigorosamente
durante 5 min a temperatura ambiente, luego se agrega un volumen de cloroformo y se centrifuga por 5
min a 15.000 x g a temperatura ambiente. Después de la centrifugacién la fase acuosa superior se
extrae con un volumen de cloroformo. Luego se mezcla con un volumen de isopropanol y se centrifuga
por 15 min a 15.000 x g a temperatura ambiente. El sobrenadante se descarta y el pellet se lava en 1ml
de etanol al 75% y se centrifuga nuevamente a 15.000 x g. Luego el pellet es disuelto en 30-50 ul de

agua libre de RNasa.

7.3 Cuantificacion de RNA

Para la cuantificacion del RNA se utiliza el equipo NanoDrop ND 1000 (Thermo Scientific. EEUU)
para lo cual 1 ul de la muestra de RNA se deposita en el lector y se mide absorbancia a 260/280 nm y

260/230 nm para determinar concentracion y pureza del RNA extraido.
8.0 Transcripcion reversa

Un pg de RNA total se incub6 10 min a 70 °C con 1 ug de oligodT (Promega, EEUU) en un volumen

final de 12 pl en agua libre de RNAsa. A continuacion se agregé 8 ul de una mezcla que contiene 1 pl
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de dNTPs 10 mM (Fermentas Life Sciences, EEUU), tampén de la enzima transcriptasa reversa (RT)
M-MLV Ix (Tris-HCI 50 mM [pH 8,3], KCl 7 mM, MgCl, 3 mM, DTT 10 mM), 1 ul de RT M-MLV
200 U/ul (Promega. Madison, EEUU), inhibidor de RNAsa 1x (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 pl. EI cDNA se sintetizo incubando 50 min a 42°C en termociclador. Finalmente la enzima se

inactiva incubando 15 min a 70 °C. El cDNA se almacena a -20 °C hasta su analisis.
9.0 Diseiio y sintesis de partidores

Los partidores especificos para detectar la expresion de TGF-B3, EGF., FGF-2, VEGF, PDGF y
GAPDH fueron disefiados usando el programa AmplifX version 1.3.7 y sintetizados en Invitrogen. Los
liofilizados se resuspendieron a una concentracion stock de 100 uM en agua libre de DNasa. Las

secuencias de los partidores se muestran en las Tablas 2 y 3.
10. PCR convencional

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen final de 25 ul, conteniendo 12,5 ul de Master Mix,
el cual contiene la DNA polimerasa, los dNTP's, MgCl, (Fermentas, EEUU), 1,25 ul de partidor
sentido y anti-sentido 10 uM, 8 pl de agua libre de DNasa y 2 ul de cDNA preparado en el paso
anterior. La amplificacion se realiz6 en un termociclador Amplitronix 6 (Nyx Tech, EEUU). Las

condiciones de amplificacion para cada partidor se presentan en la Tabla 3.
11. PCR tiempo Real

Las reacciones de amplificacion se realizan en un volumen final de 10 pl que contiene 100 ng de
cDNA, mezcla de PCR LightCycler-DNA Master SYBR Green (Roche, Alemania) (Tag DNA
polimerasa + tampon de reaccion + dATP + dUTP + dCTP + dGTP + SYBR Green 1) + MgCl, entre 3-
4 mM, partidor sentido 0.5 uM y partidor antisentido 0,5 uM y se realiza la amplificacion en un
termociclador LightCycler (Roche, Alemania). Las secuencias de los partidores utilizados, el tamafio
esperado de los amplicones y sus temperaturas de denaturacion se muestran en la Tabla 2. Las
concentraciones de enzima, tampon de reaccion y dNTPs corresponden a las recomendadas para el kit

LightCycler-DNA Master SYBR Green | de Roche.
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La existencia de un solo amplicon se demuestra mediante el analisis de denaturacion (Tabla 2) para
esto se realiza un ciclo después de la amplificacion que consiste en aumentar la temperatura a 95°C a
20°C/s para la denaturacion total de la doble hebra, luego bajando la temperatura hasta 65°C a una
velocidad de 20°C/s para la renaturacion y finalmente elevando la temperatura hasta 95°C a una
velocidad de 0,1 °C/s, registrando la pérdida de fluorescencia cada 0,1 °C. Encontrar solo una

temperatura de denaturacion comprueba la existencia de un solo producto de amplificacién.

El tamafio esperado para cada amplicon se comprueba electroforéticamente. Para ello, se preparan
geles de agarosa al 2% conteniendo reactivo Gel-Red (Biotium, EEUU), el cual se intercala en la doble
hebra de DNA de los amplicones y permite visualizarlos en el transiluminador. Luego se cargan las
muestras junto con un estandar de tamafio molecular de 100 pb (GeneRuler™ DNA Ladder 0,5 ug/ul:
Fermentas Life Sciences. Hanover, MD, EEUU). Finalmente los geles se registraran fotograficamente.

Tabla 2. Partidores y caracteristicas de los amplicones utilizados para evaluar la expresion relativa de
TGF-B3 mediante RT-PCR en tiempo real.

Amplicén
Partidor Secuencia Tm Tamaiio Andlisis de
°C) (pb) denaturacion
TGF-$3 (se) 5'-GATCACCATCGGAAATGAACG-3’ 88+0,8 390 1”

(as) 5'-CTTAGAAGCATTTGCGGTGGA-3’

GAPDH | (se) S-CAAAATCAAGTGGGGCGATGCTG-3 | 88+05 | 283 ||
(as) 5'- TGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3’ 2|
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Tabla 3. Partidores utilizados para evaluar la expresion de factores de crecimiento importantes en
regeneracion/reparacion de tejidos, mediante RT-PCR convencional.

Denaturacion Apareamiento Extension N°de ciclos
Partidores Secuencia 4 L(s) T t(s) F t
(°C) (°C) °C) | (9
(se): 5*-TGGCCCAGTGGAATAACGATTGAC-3°
EGF (as): 5*-CACCAAGCAGTTCCAAGCCTCTTT-3¢ 95 5 57 10 72 21 45
(se): 5'-GTGCTAACCGTTACCTGGCTATGA -3°
FGF-2 (as): 5*-TATAGCTTICTGCCCAGGTCCTGT -3* 95 5 55 10 72 13 45
(se): 5°-TTGCTTGCCATTCCCCACTTGA-3*
VEGF (as): 5°-GAACAGCCCAGAAGTTGGACGAAA-3* 95 5 61 10 72 28 45
(se): 5°- TGAGATGCTGAGTGACCACTCGAT-3*
PDGF (as): 5°- CACTGTCTCACACTTGCATGCCA-3* 95 5 60 10 72 28 45
(se) 5'-CAAAATCAAGTGGGGCGATGCTG-3"
GAPDH (as) 5°- TGTGGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3’ 95 5 57 10 72 17 45

Tabla 4. Analisis electroforético de los amplicones generados mediante RT-PCR

TGF-B3 EGF FGF2 VEGF PDGF GAPDH

Electroforesis

Amplicén (pb) 390 308 206 390 460 283

12. Electroforesis en Agarosa

Se preparo geles de agarosa 1,5-2%, antes que se produjera la gelificacion se agregd reactivo GelRed
(Biotium, EEUU). Las muestras se cargan junto al estindar de tamafio molecular de 100 pb
(GeneRuler™ DNA Ladder 0,5 ug/ul: Fermentas Life Sciences EEUU). Los geles se visualizaron
utilizando un transiluminador de luz ultravioleta UV500C (YCL Tech, EEUU).
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13. Analisis Estadistico

Los resultados son presentados como el promedio + desviacion estandar de al menos tres experimentos
independientes. La significancia estadistica fue analizada mediante prueba t student pareada y un valor

p menor a 0,05 fue considerado estadisticamente significativo.
14. Analisis de componentes principales

Para generar el modelo estadistico se realizé un analisis de componente principal (ACP). Previo al
anélisis ACP se realiz6 un andlisis de correlacion simple mostrando asociaciones significativas
(p<0,05). ACP fue realizado mediante el software SIMCA-P v.11 (UMETRICS). Las variables
utilizadas fueron: tiempo, biomasa, concentracién de TGF-B3, concentracion de glucosa, concentracion
de lactato, crecimiento (i), produccion de TGF-B3 (Qrgr.p3), consumo de glucosa (Quu), produccion de
lactato (Q,,.), expresion de EGF, PDGF y TGF-B3. Las observaciones fueron las distintas medidas en

el tiempo (0, 24, 48 y 72 h) en monocapa y en matrices.
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RESULTADOS
(Objetivo 1)
1. Obtencion de cultivos celulares a partir de tejidos dentales

Las piezas dentales obtenidas, previa firma del consentimiento informado, corresponden a pacientes
jovenes cuyas edades van desde los 15-25 afios. En los estudios preliminares para optimizar las
técnicas de procesamiento de los tejidos, manipulacion para mantener la esterilidad y del aislamiento
celular, se utilizaron aproximadamente 10 piezas dentales. Para aislar las células que se utilizarfan para
este estudio se utilizaron piezas dentales que estuvieran en buenas condiciones (sin presencia de caries
o enfermedad periodontal) y que ademds tuvieran todavia raiz en desarrollo, permitiendo asi poder

obtener el tejido correspondiente a la papila periapical (Figura 5B).

En una primera aproximacion se evalu¢ el aislamiento de células a partir de 4 tipos de tejidos dentales,
como son el tejido periodontal (PDL), papila periapical de la raiz (PRP), pulpa (PC) y tejido gingival
(GC). Se uso la técnica de explante para el aislamiento de las células (Jo et al., 2007). Esta técnica
consiste en cortar los tejidos en pequefios pedazos y sembrarlos en medio completo, permitiendo asi
que con el tiempo las células migren fuera del explante (Figura 9). Después de pruebas preliminares se
descarto el aislamiento de células a partir de la pulpa debido a que no se logré obtener un niimero
adecuado de células por la técnica del explante, pues las pocas células que migraban a la placa de
cultivo no proliferaban (Figura 9C). sumado al hecho que es un tejido que no se encuentra muy

accesible, excepto cuando el diente era fracturado al momento de la extraccion.

El lapso de tiempo que las células se demoraban en migrar fuera del explante oscil6 entre 5-10 dias,
siendo las mds rdpidas en hacerlo las PRPC (Figura 9D), seguidas por las GC (Figura 9B) y finalmente
las PDLC (Figura 9A). Al momento en que se observaban las primeras células fuera del explante el
tiempo hasta obtener un cultivo confluente de células oscilé entre 5 y 8 dias, siendo las PRPC las que

proliferaban mas répido y las PDLC las que eran mas lentas en llegar a confluencia.

Una vez que los cultivos se encontraban con colonias sub-confluentes se tripsinizaron y se sembraron

para la posterior expansion. Los cultivos se utilizaron luego en la siguiente etapa para la separacion
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inmuno-magnética entre pasajes 2-4. 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. Separacion 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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seleccion de ciertas sub-poblaciones basandose en la expresion de marcadores de superficie
especificos permite una homogenizacion de los cultivos, ademés de seleccionar sub-poblaciones
celulares con ciertas caracteristicas ventajosas para lograr objetivos particulares, como por ejemplo,
aislar sub-poblaciones con una mayor capacidad proliferativa y de diferenciacion (Aslan et al.. 2006:
Battula et al., 2009: Jarocha et al., 2008a). Asi, en este estudio se eligié aislar sub-poblaciones
celulares, mediante la técnica de separacién inmuno-magnética, que expresaran los marcadores de
superficie CD271 y CD105. Ambos marcadores se expresan en MSC aisladas de medula ¢sea y de
otros tejidos. Se ha descrito que MSC que expresan CD271 tienen una mayor capacidad proliferativa
(Jarocha et al., 2008a). Por otra parte, CD105 es uno de los marcadores tradicionales de MSC,
también se ha descrito que células expresando este marcador tienen propiedades de diferenciacion y

proliferacion favorables (Jarocha et al., 2008a; Roura et al., 2006).

Para la separacion inmuno-magnética se utilizaron microesferas paramagnéticas que tienen unido un
anticuerpo secundario anti-IgG de ratén 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. Hay otros sistemas de separacion como la tecnologia MACS® que se basa en
el uso de microesferas muy pequefias que son muchas veces fagocitadas por las células, lo que puede
generar cambios fenotipicos indeseados, especialmente en MSC que pueden responder de diferentes

maneras a estimulos del microambiente.

Cultivos de aproximadamente 1x107 ¢élulas provenientes de los tres tejidos dentales mencionados se
usaron para el proceso de separacién inmuno-magnética. Del total de la poblacion, la proporcién de
células CD105 /CD271" variaba con respecto al tipo celular (Tabla 5). Del cultivo de GC es de
donde se obtuvieron el mayor nimero de células CD105/CD271". Sin embargo estas fueron més
tarde excluidas del estudio debido a que no se diferenciaban al linaje adipogénico y no siempre los
cultivos se diferenciaron al linaje condrogénico (datos no mostrados). La separacion 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 el objetivo de comparar capacidad

proliferativa y de diferenciacion.
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Tabla 5. Eficiencia del aislamiento de células
CD105'/CD271" a partir de cultivos celulares
heterogéneos aislados desde tejidos dentales

Células CD1057/CD271"
Células (% de la cantidad inicial de células)
PRPC 1,2+ 0.9%
PDLC 0,36 £ 0.06%
GC 10+£1.5%

El proceso de separacion inmuno-magnética en general no afecté la viabilidad de las células (tanto
para la poblacién positiva como para la negativa). En la Figura 10A y 10B se muestran células que
pasaron por el proceso de separacion y que se fotografiaron antes del tratamiento con DNasa. Se puede
apreciar células negativas para los marcadores y células positivas (las microesferas se observan
adheridas a las células positivas). Como se realizo una separacién basada en la expresion de dos
marcadores la sub-poblacion aislada sera heterogénea respecto a células que expresan uno de los dos
marcadores o ambos. Para verificar que las células aisladas correspondieran a células CD105'/CD271"
se realizd una inmuno-citofluorescencia para determinar que las células aisladas expresaban los

marcadores (Figura 10C, D).
3. Caracterizacion de los cultivos obtenidos mediante separaciéon inmuno-magnética
3.1 Morfologia

Morfolégicamente los cultivos de células CD1057/CD271" y CD1057/CD271" no presentaban
diferencias evidentes al momento de ser cultivadas después de la separaciéon inmuno-magnética (Figura

11).
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Figura 10. Separacién inmuno-magnética de sub-poblaciones celulares
CD105'/CD271". Células PRPC incubadas con las microeferas magneticas y fotografiadas
antes de realizar el tratamiento con DNasa. Se observan células negativas y positivas para
los marcadores (A). Células PDLC (B). Inmuno-citofluorescencia de células PDLC
utilizando anticuerpo anti-CD105 (C) y anti-CD271 (D) Para la inmunofluorescencia se

utilizé 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 separacién. Se observa que
estas no presentan diferencias morfologicas evidentes.

3.2 Proliferacién

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 mas
rapidamente una vez que emigraban desde el explante. También se observaron diferencias en la
proliferacion entre células positivas y negativas para los marcadores mediante los cuales se aislaron las
sub-poblaciones (Figura 12). Se observé que las células que expresaban los marcadores y, por lo tanto,
componen la sub-poblacién positiva, tanto PRPC como PDLC, presentaban una proliferacién mas
rapida (Figura 12) lo cual se refleja en un tiempo de duplicacion poblacional (TDP) menor (Figura 12).
Por lo tanto, la separacion inmuno-magnética utilizando los marcadores seleccionados, permitid
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recuperar una poblacién de células con una proliferacion mayor. También se observa que las células
PRPC, tanto positivas como negativas, presentan una proliferacion mayor y un TDP menor en

comparacion con células PDLC.
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Figura 12. Comparacién de la capacidad proliferativa entre sub-poblaciones negativas y
positivas de cultivos de células PRPC y PDLC. Las células se sembraron a una densidad de
4x10° células/cm’ y se cultivaron a diferentes tiempos (0, 3,4, 7, 8 y 9 dias). Se determiné la
proliferacion mediante el ensayo colorimétrico WST-1. El TDP se calculé a partir de la pendiente
de la fase exponencial de crecimiento.

3.2 Diferenciacién a linajes mesenquimaticos

Las células provenientes de ambos tejidos dentales y separadas inmuno-magnéticamente se
caracterizaron de acuerdo a su potencial de diferenciacion a los linajes mesenquimaticos. Se observo en
ambos tipos celulares (PRPC y PDLC), que las sub-poblaciones positivas tenian el potencial de
diferenciarse a los tres linajes mesenquimaticos evaluados (Tabla 6, Figura 13). Ambas sub-
poblaciones negativas no poseian el potencial de diferenciarse a adipocitos y no siempre formaban

micromasa en la diferenciacion condrogénica.
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Tabla 6. Induccién de la diferenciacién adipo-, osteo- y condrogénica de cultivos
de PRPC y PDLC CD105°/CD271" y CD105/CD271". El signo + indica que las
células, en algunos casos, no mantuvieron la condicion de micromasa en la
diferenciacion condrogénica, lo que implica que la diferenciacién debe
considerarse negativa. Los datos corresponden a 3 experimentos independientes.

Células Diferenciacién
Adipogénica | Osteogénica Condrogénica
PRPC (CD271/CD105) - + +
PRPC (CD271°/CD105") + - +
PDLC (CD271/CD105) - + +
PDLC (CD271°/CD105%) + + +

Todos los experimentos de caracterizacion de las células aisladas se basaron en recomendaciones
emitidas por la Sociedad Intemacional de Terapia celular con el objetivo de definirlas como MSC
(Dominici et al., 2006). Dentro de las recomendaciones se sugiere evaluar al menos diferenciacion a
tres linajes mesenquimaticos, lo que de acuerdo a los resultados mostrados en la figura 13 se cumplen
para las sub-poblaciones CD105'/CD271". Por otro lado las MSC deben tener capacidad de adherirse a
la placa de cultivo y tener morfologia fibroblastoide (Figura 13A, B). Por otro lado, las MSC deben
tener un perfil de expresion de marcadores de superficie caracteristico, siendo positivas para CD105,

CD73, CD44 y negativas para los marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45 (Figura 14).

Como se menciono anteriormente, las células aisladas desde tejido de encia (GC) no se diferenciaron al
linaje adipogénico bajo las condiciones experimentales de esta investigacién (otros autores si han
descrito la diferenciacion de estas células al linaje adipogénico). Esto a pesar que los cultivos de GC
presentaron el mayor porcentaje de células CD105'/CD271" como se muestra en la Tabla 6. Este
resultado hace evidente que la expresion de marcadores por si solo no siempre permite determinar que

las células sean MSC. Esto se debe confirmar con ensayos de diferenciacion (Dominici et al., 2006).
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Figura 13. Induccién de la diferenciacion adipo-, osteo- y condrogénica de cultivos
de PDLC y PRPC CD105°/CD271". Morfologia fibroblastoide y capacidad adherente
(A, B). La tincién con Alizarin Red revela mineralizacion provista por la presencia de
osteoblastos (C, D). Células conteniendo gotas lipidicas tefiidas con Oil Red O,
indican presencia de adipocitos. (E, F) Micromasa tefiida con Safranina O, 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 expresion 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 sigui6 caracterizando las sub-poblaciones negativas, ademas se opto por
seguir los proximos experimentos caracterizando las células PRPC positivas, las cuales seran utilizadas
para la inmovilizacién en matrices y posterior evaluacién de la secrecion de TGF-B3. Las células
PDLC CDI105"/CD271" se descartaron porque debian expandirse considerablemente para lograr
obtener un numero 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 algtin tiempo se ha demostrado que MSC aisladas de varios tejidos tienen la capacidad
de diferenciarse a otros linajes, ademas del linaje mesenquimatico, a lo que se le denomina plasticidad
celular (Wagers y Weissman, 2004). Por esta razén se evalué la diferenciacion de PRPC
CD105"/CD271" al linaje neural (Figura 15). Después del protocolo neural (ver materiales y métodos),
se evalio mediante inmuno-citofluorescencia la expresion de dos marcadores del linaje neural, GFAP

(marcador temprano de astrocito, Figura 15A) y GAP43 (marcador neuronal, Figura 15B).
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Figura 15. Inmuno-citofluorescencia de cultivos de PRPC
CD105"/CD271" para evaluar la diferenciacion neural. Expresion
de GFAP (A). Expresion de GAP43 (B).

(Objetivo 2)

4. Determinacion de la secrecion de TGF-B3 por PRPC-MSC cultivadas en condicion de

monocapa

Una vez caracterizadas las PRPC como células madre mesenquimaticas (PRPC-MSC) se continuaron
los experimentos utilizando estas células, dadas sus caracteristicas (répida proliferacion y potencial de

diferenciacion multipotente).

En una primera aproximaciéon se determind si estas células secretaban TGF-B3 cuando estaban
cultivadas en la condicién de monocapa a distintos tiempos (24, 48 y 72 h) mediante el inmuno-ensayo
Dot-Blot (Figura 16). No se detecto secrecion de TGF-B3, dentro del limite de deteccion de esta

técnica (del orden de los ng).
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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 2x10* células/cm® en medio de
cultivo completo. Se recolectd el medio condicionado por 24, 48
y 72 h 'y 20 pl fueron utilizados para determinar TGF-B3
secretado.

Esta descrito que MSC secretan una gran variedad de factores de crecimiento, pero varios de estos
requieren de sefiales especificas del micro ambiente para su secrecion, tanto in vifro como in vivo
(Meirelles et al., 2009).

En el siguiente experimento se determind, mediante citometria de flujo, si la proteina estaba siendo
producida, pero no siendo secretada por PRPC-MSC en la condicién monocapa (Figura 17). Se
observé que un gran porcentaje de las células expresaban la proteina intracelularmente (Figura 17A).
Mas ain, se observo que las células CD105 positivas eran aquellas que expresaban TGF-B3. CD105
corresponde a la endoglina, la cual forma parte del receptor de TGF-B (Figura 3). Este resultado podria

implicar que una de las sefiales para la secrecion de TGF-B3 podria ser de naturaleza autocrina.

Mediante ensayo de ELISA, mucho mas sensible que el inmundo ensayo Dot- Blot, se determiné que
los cultivos en monocapa también secretan TGF-B3, pero en menor medida que células encapsuladas,

como se presentara mas adelante.
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Figura 17. Citometria de flujo para determinar presencia de TGF-f3 intra-celular en
células PRPC-MSC cultivadas en monocapa. Para el ensayo se tripsinizaron células entre
24-72 h post-siembra. Se realizo la inmuno-tincion permeabilizando las células. En la
figura se muestran datos de intensidad de fluorescencia (histograma) y dot-plot para
CD105 y TGF-B3. La gran mayoria de las células que marcaban para TGF-B3 intracelular
eran CD105 positivas. Los datos son representativos de células a 24, 48 y 72 h en cultivo
en monocapa.

(Objetivo 3)
5. Encapsulacion celular

Con el objetivo de determinar si las sefiales micro-ambientales proporcionadas por la condicion de
cultivo en conformacién tridimensional (3D) permitian activar las células hacia un fenotipo secretor de
TGF-3, éstas se encapsularon en alginato y dos tipos de fibrma (20 y 54 mg/ml de proteina
coagulable), ademas se utilizé otra condicion de cultivo en 3D, pero dentro de una matriz porosa de
Gelatina/Quitosano/Acido hialurénico para lo cual se utiliza fibrina como vehiculo para internalizar las
células dentro del polimero. A este sistema se le denomina sistema de implante integrado (SII, Young

etal., 2006).
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5.1 Encapsulacion en alginato

Las células se encapsularon en alginato al 1.2 %, concentracién a la cual se utiliza cominmente este
biomaterial en aplicaciones de ingenieria de tejidos (Wong, 2004). Las células se resuspendieron a una
densidad de 0.4x10°, 1x10° y 2x10° células/ml de alginato, densidades reportadas en literatura (Goren
et al., 2010; Wong, 2004). La solucion de alginato con las células se goted utilizando una jeringa de
22G sobre una solucion de cloruro de calcio 100 mM con agitacién constante, lo que permitié la
polimerizacion formando cdpsulas bien definidas (Figura 18). La técnica de encapsulacién se optimizé
para que las cdpsulas se formaran de manera homogénea y fueran todas de un tamaiio similar. Se
observo que a las densidades de 1x10° y 2x10° células/ml alginato la cdpsula comenzaba a degradarse a
las 48 h post-siembra, por lo tanto, se utilizo en los siguientes experimentos capsulas con densidad de

0,4x10° células/mL alginato.

Se evaluo la viabilidad de las células encapsuladas mediante el ensayo live/dead y ensayo MTT (Figura
18C. D). Para el ensayo de viabilidad live/dead se realizo un corte transversal de las capsulas y se
incubaron con la solucion provista en el kit comercial. Las células vivas se observan en un color verde
y las muertas en rojo, la gran mayoria de las células estaban vivas después de finalizada la

encapsulacion (al microscopio se observaban algunos puntos rojos en el centro de la cépsula).

Mediante el ensayo con MTT, que también es un ensayo de viabilidad que funciona bajo el mismo
principio del ensayo con WST-1 (ver materiales y métodos), pero donde se genera un precipitado
insoluble de la sal de formasan por células metabélicamente activas, se pudo observar, esta vez sin
necesidad de realizar un corte, que las células se disponian mayoritariamente en una regién entre el

centro y el borde de la capsula (Figura 18D).
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Figura 18. Encapsulacion de PRPC-MSC en alginato. Las células se
encapsularon en alginato al 1,2 % a densidades de 1x10° (A) y 0.4x10° (B)
células/mL alginato. Para comprobar la viabilidad y disposicién celular dentro
de la capsula se realizd en el ensayo live/dead de un corte (C) y ensayo MTT de
una capsula completa (D).

5.2 Encapsulacién en fibrina

Las células se encapsularon en fibrina con el objetivo de determinar si tanto la condicién en 3D como
seflales especificas dadas por la matriz extracelular, permitian obtener un fenotipo secretor de TGF-B3
de PRPC-MSC. Esta descrito que alginato, a pesar de ser una matriz de origen natural, es inerte para
las células en términos de interaccion célula-matriz, por ejemplo este no posee la sefial RGD necesaria
para que las células interactien con la matriz mediante ciertas integrinas (Hunt y Grover, 2010). Por

otro lado la fibrina si permite una interacciéon mas eficiente entre células y matriz, debido a que posee
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las moléculas necesarias para que las células interactGien funcionalmente con la matriz extracelular, por

lo tanto, se activen vias de sefializacion especificas mediadas por integrinas (Eslami et al., 2009).

PRPC-MSC fueron encapsuladas en fibrina a una densidad de 2x10* células/cdpsula. El coagulo de
fibrina se generd in situ sobre pocillos de 1,9 cm® (Figura 19). Las células se suspendieron en una
solucion de trombina 7 mg/ml y se mezclaron 25 ul de esa solucion con 25 pl de fibrinégeno 20 mg/ml
y 54 mg/ml. Una vez formado el coagulo se agregd el medio completo de cultivo. Para comprobar la
viabilidad celular después de la encapsulacion se hicieron cortes transversales de la capsula y se realizo
el ensayo live/dead (Figura 19C, D). Se observo que el proceso de encapsulacion no afecto la
viabilidad celular. ademas las c€lulas se dispusieron homogéneamente en la totalidad de la cdpsula. En
términos estructurales y de disposicion celular no se observaron diferencias entre las capsulas

generadas con 20 mg/ml y 54 mg/ml de fibrindgeno (Figura 19A. B).
5.3 Cultivo de PRPC-MSC en SII

Con el objetivo de determinar si el cultivo de las células en una matriz porosa compuesta de gelatina,
quitosano y acido hialurénico (Figura 20A) podria generar un fenotipo secretor de TGF-B3, las células
se sembraron sobre este polimero usando fibrina 20 mg/mL como vehiculo de integracion (Young et
al., 2006). Técnicamente las células en esta condicion no se encuentran encapsuladas, més bien estas se
disponen dentro de las porosidades internas de la matriz, lo que genera que el microambiente 3D sea

distinto al que se produce en las condiciones anteriores (Mao. 2003).

Para sembrar las células sobre el SII, estas se resuspenden en una solucién de trombina 7 mg/ml. La
matriz es previamente cortada en pedazos de 1x1 cm, esterilizada con etanol al 100%, e hidratada con
medio completo, luego se depositan sobre la matriz 25 L de fibrindgeno 20 mg/ml y sobre este se
agregan 25 pl de la solucion de trombina con las células. La densidad celular es de 2x10" células/cm?
de matriz. Para determinar la viabilidad celular después del proceso se realizo el ensayo WST-1,
valiéndose de que se genera la coloracién naranja que permite ver la disposicion homogénea de las
células sobre todo el polimero (Figura 20B). Para lograr esta homogeneidad se optimizé el protocolo
de preparacion, pues dependiendo del grado de hidratacion de la matriz y de los tiempos para agregar
las soluciones de fibrindgeno y trombina sobre la matriz. a veces las células no se disponian

homogéneamente sobre ésta (Figura 20B).
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Figura 19. Encapsulacién de PRPC-MSC en fibrina. Las células se encapsularon
en fibrina 20 mg/mL (A) y 54 mg/mL (B) a una densidad de 2x10* células/capsula.
Para comprobar la viabilidad y disposicion celular dentro de la capsula se realizo el
ensayo live/dead de un corte de capsulas de 20 mg/ml (C) y 54 mg/ml (D).

65



Figura 20. Cultivo de PRPC-MSC en SII. La matriz a base de gelatina/quitosano/acido
hialurénico es altamente porosa (A), permitiendo que las células se dispongan en una
conformacion 3D distinta que cuando son encapsuladas. Para determinar la disposicion y
viabilidad de las células sobre el SII se utilizé el ensayo WST-1 (B). El protocolo se optimizd
para que la disposicion celular sobre la matriz fuera homogénea por toda la extension de la
matriz porosa.

6. Proliferacion de PRPC-MSC cultivadas en condiciones 3D

PRPC-MSC fueron cultivadas en las 4 condiciones a comparar en este estudio (monocapa, fibrina,
algmato y SII) y determinada 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 un nimero constante en
todas las condiciones (aproximadamente 2x10* células/condicién). Previamente se realiz6 una curva de
calibracién para poder determinar el nimero de células en relacion a la absorbancia medida. El ensayo
se realizo minimo en triplicado en experimentos independientes (Figura 21). Se observé que las células
proliferaron mas rapido en la condicion de cultivo 3D (fibrina, alginato y SII) en comparacion con el
cultivo tradicional en monocapa. Esto se ve reflejado en los menores tiempos de duplicacién 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. Proliferacién de PRPC-MSC cultivadas en monocapa, fibrina, alginato y SII
Los datos corresponden a minimo 3 experimentos independientes. Las células fueron sembradas
a 2x10* células/condicion. La curva se realiza relativa al niimero de células a las 24 horas. El
TDP se calcula a partir de la fase exponencial de cada curva mediante la siguiente expresion:
TDP = In2/p, donde p es la velocidad especifica de crecimiento. La proliferacién de las células
en las matrices fue mayor en comparacién con el cultivo en monocapa (*p<0,05).

7. Determinacién del consumo de glucosa y la produccion de lactato de PRPC-MSC cultivadas

en las condiciones 3D

Estos parametros relacionados con la actividad metabolica de las células se determinaron con el

objetivo de estimar los cambios metabdlicos que ocurren cuando se cambian las condiciones de cultivo

desde monocapa a un cultivo 3D y finalmente establecer un modelo de secrecién de TGF-B3 en base a

correlaciones con otros parametros. Los niveles de glucosa y lactato se midieron en los mismos medios

condicionados desde los cuales se estimaron las concentraciones de TGF-B3, utilizando kits

comerciales (ver materiales y métodos).
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Figura 22. Estado metabélico de PRPC-MSC en las condiciones de cultivo analizadas. Consumo
de glucosa (A), el consumo fue mayor en monocapa en los tres tiempos evaluados (*p<0,05).
Produccion de lactato (B), a las 24 h se produjo menos lactato en fibrina en comparacioén a monocapa
(*p<0,05). A las 48 y 72 h habia menos lactato en fibrina (*p<0,05) y alginato (#p<0,05) en
comparacion a monocapa y SII. Se realizaron minimo 3 experimentos independientes. El rendimiento
de glucosa en lactato (Yicuawigiucosa) (C) corresponde a la pendiente de la recta de los valores
graficados de lactato vs glucosa para cada condicién (Figura suplementaria 3).



8. Secrecion de TGF-B3 por PRPC-MSC cultivadas en las condiciones 3D

La cuantificacion de la secrecion de TGF-3 por PRPC-MSC se realizd mediante test de ELISA-
sandwich. Se utilizo un kit comercial (ver materiales y métodos) de componentes basicos (no hay kit
comerciales completos para medir TGF-B3), el cual habia que optimizar para ser usado en las
condiciones experimentales de este trabajo. Este ensayo solo permite detectar TGF-B3 activo, por lo
cual habia que realizar un paso previo de activacion de la proteina en los medios condicionados
mediante acidificacion con HCL. Para la cuantificacion se realizaron curvas de calibracion en cada
determinacion, por triplicado. Las concentraciones de TGF-B3 secretado se expresan en términos de
pg/mL/10* células™ (Figura 23). Previamente se evalué la secrecién de manera cualitativa mediante el

inmuno-ensayo Dot-Blot (Figura suplementaria 1).

Se observé una diferencia significativa entre la secrecion del factor de crecimiento por PRPC-MSC en
monocapa en comparacion con las células cultivadas 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 sefalizacion necesaria para que TGF-B3 fuera secretado al medio
extracelular. Por otro lado también se observo que los niveles de TGF-B3 secretado disminuian
considerablemente a las 48 y 72 h, en comparaciéon con la condicion a las 24 h. Los cambios
significativos en la concentracion de TGF-B3 se producen comparando el cultivo en monocapa en
comparacion con el cultivo en 3D en todos los tiempos evaluados. Por otra parte la disminucién de la

secrecion entre las 24 y 48/72 h también es significativa.

69



250 1 e & Monocapa
= H Fibrina
§ ol u Alginato
)

o
]

T SII
% 150 -
=
A=
2
B a0 ”
=

50

Tiempo (h)

Figura 23. Cuantificacién de la secrecién de TGF-B3 por PRPC-MSC en las distintas
condiciones de cultivo. Previa a la medicién se realiza una activacién del TGF-B3 total
presente en los medios condicionados. Las mediciones se hicieron en minimo 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 disminucién
de la secrecion a las 48 y 72 h en comparacién con las 24 h también fue significativa entre
los cultivos en las matrices (#p<0,05).

9. Expresion génica de TGF-B3 y otros factores de crecimiento

Para determinar la expresion de TGF-B3 se realizd RT-PCR en tiempo real utilizando un equipo Light-
Cycler de Roche. Se extrajo el RNA de la condicién en monocapa mediante el uso del reactivo Trizol.
La extraccion de RNA de las células cultivadas en las matrices se realizé mediante una modificacion
del protocolo descrito por Wang y Stegemann (Wang y Stegemann 2011), que estd optimizado para
aislar RNA a partir de muestras complejas, donde el acomplejamiento i6nico que se produce entre los
4cidos nucleicos y la matriz hace complicada la extraccion, no permitiendo obtener buenos
rendimientos de RNA. La cantidad de RNA extraida desde células sembradas en el SII no fue
suficiente para obtener cDNA para realizar el analisis, esto debido a la complejidad de la matriz. Para

la cuantificacion relativa de la expresién se utilizo la expresion del gen constitutivo GAPDH (Figura
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24). Para comprobar que la amplificacion correspondiera especificamente al amplicon descrito en la
Tabla 5, se realizé un anélisis de denaturacion (Figura 24). Los valores de punto de corte (Ct) se

obtuvieron de la curva de amplificacién generada para cada gen (Figura 24).
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Figura 24. Cuantificacién relativa de la expresion de TGF-B3 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
realizé la transcripcién reversa para obtener el ¢cDNA correspondiente (n=2). Las
condiciones de amplificacién se detallan en la tabla 2. Se presentan curvas
representativas de melting y de amplificaciéon. La expresion se calculd relativa a la
expresion del gen constitutivo GAPDH.

Mediante RT-PCR convencional se determiné la expresion de otros importantes factores de
crecimiento involucrados en la reparacion/regeneracion de tejidos (Tabla 7, Robson et al., 1998;
Metcalfe y Ferguson, 2007), por PRPC-MSC cultivadas en las distintas condiciones de cultivo. Se
observo que el perfil de expresion en fibrina y en alginato es muy similar. No se observo expresion de
VEGF en ninguna de las condiciones de cultivo. Por otro lado FGF2 se expresé de manera constitutiva
en todas las condiciones, resultado esperable, pues se ha descrito que la accion trofica de MSC es en

gran parte mediada por FGF2 (Trouche et al., 2010).
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Tabla 7. Expresion de factores de crecimiento involucrados
en la reparacion/regeneraciéon de heridas en PRPC-MSC
cultivadas en las distintas condiciones mediante RT-PCR
convencional y posterior analisis electroforético. Los
resultados se muestran cualitativamente como +: expresion
del gen; -: no expresién del gen; -/+ en una muestra no se
expreso el gen (n=2).
Tiempo | Monocapa | Fibrina Alginato

(h)

24 + + +
TGF-B3 48 + + +

72 + + +

24 - - -

EGF 48 -+ - +

72 + + -

24 + + +
FGF2 48 # + +

72 + + +

24 - B -
VEGF 48 = = =

72 - - -

24 - + +
PDGF 48 - + +

72 - - -

10. Analisis de componentes principales

Con el objetivo de encontrar relaciones significativas entre las diversas variables medidas en estas
condiciones de cultivo, se realizo un analisis de componentes principales (ACP) previo analisis de
correlaciones entre las variables (Figura 25). Dentro de los métodos de analisis de mas de una variable,
el ACP es una forma de encontrar un patrén de relacion entre los datos y a su vez de reducir gran
cantidad de variables. Asi, ACP es un método que permite la identificacién 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 fueron: Tiempo, biomasa, concentracién de TGF-B3, concentracién de glucosa,

concentracion de lactato, crecimiento (), produccion de TGF-B3 (Qrarp3), Consumo de glucosa (Qg),
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Produccion de lactato (Qy), expresion de EGF, PDGF y TGF-B3. Las observaciones fueron las

distintas 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 concentracién de lactato (positiva)

Tiempo y produccion de TGF-B3 (negativa)

Tiempo y produccion de lactato (negativa)

Biomasa y produccion de lactato (negativa)

Concentracion de TGF-B3 y concentracion de glucosa (positiva)
Concentracion de TGF-B3 y concentracion de lactato (negativa)
Concentracion de TGF-B3 y produccién de TGF-B3 (positiva)
Concentracion de TGF-B3 y consumo de glucosa (negativa)
Concentracion de TGF-B3 y expresién de PDGF (positiva)
Concentracion de glucosa y concentracion de lactato (negativa)
Concentracion de glucosa y expresién de PDGF (positiva)
Concentracion de lactato y produccion de TGF-B3 (negativa)
Concentracion de lactato y expresion de PDGF (negativa)
Crecimiento y expresion de PDGF (positiva)

Produccion de TGF-B3 y Produccion de lactato (positiva)

Expresion de TGF-B3 y expresion de PDGF (positiva)

~1.0 0.0 1.0
o
o o o = o e
=3 " n L - —_ - (L] = | o
=9 L =3 L] b -] 2] I=l B |
= -] (4] Is] th — < — — A=
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Tiempo
Biomasa
TGE
Glucosa
Lactate
u
Q(TGE)
Q{Glu)
Q{Lac)
PCR (EGF)
PCR (PDGE)
PCR(TGE)

Figura 25, Analisis de correlacién de Pearson.
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Mediante el analisis de contraste entre variables en el componente principal 1 y 2 se determinaron los
grupos de variables mas relacionadas entre si (Tabla 8). Los valores en un mismo color corresponden a
un grupo de variables, estos grupos de distinto color contrastan en el primer plano principal (CP1) y en

el segundo plano principal (CP2).

Tabla 8. Analisis de contrastes entre grupo de
variables de acuerdo al anilisis 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 P2
Tiempo 0,35 0,29
Biomasa 0,00 |
TGF-B3 -0,37 0,00
Glucosa 0,00 0,00
Lactato A 0,00
u 0,00 0,00
Q(TGF-B3) 0,00 -0,27
Q(Glu) 0,00 -0,36
Q(Lac) 0,00 -0,49
PCR(EGF) 0,00 0,00
PCR(PDGF) -0,38 0,00
PCR(TGF-B3) 0,00 0,00

También se realizo un analisis de contribucion en las variables con respecto al cambio en la condicion
de cultivo (Tabla 9). Esto permiti6 establecer la contribucién de la composicién quimica de la matriz
sobre el cambio en cada variable.
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Tabla 9. Andlisis de contribucién. Se
determind la contribucién en el cambio
global de una variable cuando se pasa desde
una condicion de cultivo en monocapa a
condicion de cultivo en 3D (fibrina vy
alginato). El valor O corresponde que la
contribucion a la variable no fue significativa
Monocapa | Monocapa a
a Fibrina Alginato
(%) (%)
Tiempo 0 0
Biomasa 60,8 392
TGF-B3 544 45,6
Glucosa 51,7 4873
Lactato 65,4 34,6
B 58,7 413
Q(TGF-B3) 56,5 435
Q(Glu) 52,9 47,1
Q(Lac) 61 39
PCR(EGF) 0 0
PCR(PDGF) 48,3 51,7
PCR(TGF-$3) 0 0

Finalmente el analisis grafico de componentes principales (primer plano principal) se presenta en
la Figura 26, en este se destacan las condiciones que estan agrupadas de acuerdo a su condicién de
ser significativamente similares (de acuerdo a su posicién en el mismo cuadrante) y las variables

que se ven afectadas mayormente por las condiciones particulares.
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Figura 26. Anilisis de componentes principales: Primer plano principal
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DISCUSION

1. Tejidos dentales como fuente de MSC

A la fecha muchos estudios han demostrado que células madre adultas estan presentes en diversos
tejidos, incluyendo medula ésea. tejido neural, piel, retina, tejido adiposo, cordén umbilical, entre
otros. Ademas estas células poseen las capacidades de autorrenovacién 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 aplicacion en terapia celular, sin embargo muchos de
estos son inaccesibles o la intervencion para obtener biopsias, con el objetivo de aislar células
madre, puede ser complicada metodolégicamente o producir efectos colaterales adversos en los

pacientes.

En la presente investigacion se obtuvieron células madre adultas a partir de tejidos dentales
obtenidos de terceros molares extraidos por razones de ortodoncia y que eran material de desecho.
Los tejidos aislados fueron cortados en pequefios pedazos y sembrados como explante, desde los
cuales las células migraron hacia la placa de cultivo (Figura 9). Los cultivos obtenidos son
heterogéneos, estando compuestos por diversos tipos celulares, entre fibroblastos, células
endoteliales, precursores y células madre, estas Gltimas encontrandose probablemente en una muy
baja proporcion (0.01-2%) segtin lo descrito para otras células madre adultas (Wagers y Weissman.
2004). Por esta razon 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 trabajos anteriores que la
seleccion de MSC en base a la expresion de CD105 y CD271 permite obtener células con alta
capacidad proliferativa y de diferenciacion (Jarocha et al., 2008b). De acuerdo a este antecedente
se eligieron estos marcadores para aislar la sub-poblacion de células mediante separacién inmuno-
magnética. Para realizar este procedimiento se utilizé el sistema de separacion Dynabeads de
[nvitrogen, el cual consiste en microesferas paramagnéticas (Figura 10A, B), que tienen acoplado
un anticuerpo secundario que permite usar cualquier anticuerpo sintetizado en ratén. Este sistema

ademas tiene la ventaja de poder separar las microesferas de las células aisladas debido a que el
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anticuerpo secundario se encuentra unido a la microesfera mediante un enlazador de DNA., el cual

puede ser cortado con DNasa (Figura 7).

La viabilidad celular después del procedimiento fue de alrededor del 90% (datos no mostrados), la
eficiencia de aislamiento fue dispar entre los tres tejidos desde los cuales se aislaron células,
obteniéndose la mayor cantidad de células CD105/CD271" de los cultivos de GC. Esto se refleja
en que se obtuvieron aproximadamente un 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 obtenidas a
partir de PRP y PDL respectivamente (Tabla 5). La porcion de células negativas para los
marcadores también fue cultivada para la posterior caracterizacion. Se observo que las sub-
poblaciones positivas y negativas posefan similar morfologia (Figura 11), pero diferian en su
capacidad proliferativa (Figura 12) y de diferenciacion (Tabla 7). PRPC y PDLC CD105'/CD271°
proliferaron aproximadamente 1,5 veces mds ripido que la sub-poblacién negativa
correspondiente, por otro lado, PRPC CD105/CD271" proliferaron 1,5 veces més répido que
PDLC CD105/CD271".

Un resultado esperado es que las células negativas para CD105 no se diferenciaron eficientemente
al linaje condrogénico, lo que puede deberse al hecho de que CD105 es uno de los receptores de
TGEF-P3 (Wong et al., 2000) y justamente una de las sefiales para que se diferencien al linaje
condrogénico es TGF-B3. Estos resultados permiten evidenciar que la sub-poblacion CD105"/

CD271" consiste en células con caracteristicas de MSC.

Siguiendo las recomendaciones para caracterizar MSC proporcionadas por la Sociedad
Internacional de Terapia celular (Dominici et al., 2006), las células extraidas a partir de los tres
tejidos elegidos para esta investigacion (PDL, PRP y GC, Figura 6) fueron caracterizadas como
MSC, los criterios se cumplieron sélo en el caso de las células que fueron seleccionadas
previamente en base a la expresion de los marcadores CD105 y CD271 mediante separacion
inmuno-magnética. Estos criterios son: capacidad adherente bajo condiciones estindar de cultivo
(Figura 13A, B), expresion de los marcadores de superficie CD105, CD73, CD90 y CD44 (Figura
14A-D) y negativas para CD34 y CD45 (Figura 14E, F) y diferenciacion a los linajes osteogénico,
adipogénico y condrogénico in vitro (Figura 13C-H, Tabla 7). Estos resultados permiten establecer

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 debido a que, en el caso de PDLC, la separacion inmuno-
magnética era notablemente menos eficiente que para PRPC, pudiéndose obtener en promedio un
0.36% del total de las células de la muestra (Tabla 5). Este resultado indica que en este tejido las
células que expresan CDI105 y/o CD271 estin en una muy baja proporcion. Esto tenia como
consecuencia que para lograr el nimero suficiente de células para llevar a cabo los siguientes
experimentos. los cultivos tenian que ser expandidos en gran medida, lo que al final producia
cultivos con muchas células senescentes que perdian la capacidad de dividirse y eventualmente

diferenciarse.

PRPC fueron aisladas y descritas por primera vez en 2008 (Sonoyama y Liu, 2008) a partir de
terceros molares de adultos entre 18 y 20 afios. La papila periapical es parte del tejido blando
encontrado en los apices de dientes permanentes inmaduros, el cual eventualmente da lugar al
tejido pulpar. Estas células fueron descritas teniendo capacidad multipotente de diferenciacion,
capaces de llegar a mas de 70 duplicaciones poblacionales y expresar todos los marcadores
caracteristicos de MSC (Sonoyama y Liu, 2008). Por otro lado han sido descritas tener
caracteristicas que habian sido s6lo descritas en MSC de medula dsea, como capacidad inmuno-
moduladora (Ding et al., 2010) y plasticidad celular para diferenciarse a otras células

pertenecientes a linajes no mesenquimdticos (Laberge y Cheung, 2010).

Debido a esto ultimo, se considero relevante comprobar que PRPC-MSC podian diferenciarse a
células del linaje neural. Se sometié a las células a un protocolo de diferenciaciéon neural
previamente descrito (Somoza et al., 2008, 2010). Luego se detectd la expresion de GFAP
(marcador glial) y GAP43 (marcador neuronal) (Figura 15). Este resultado y los descritos
anteriormente, permiten establecer que las PRPC cumplen con todas las caracteristicas,

establecidas en la actualidad, para ser consideradas MSC.

Muchos estudios han descrito la presencia de células tipo MSC en diversos tejidos (revisado en
Crisan et al., 2008). Esto dio lugar a la hipotesis de que el verdadero nicho de las MSC era mas
bien vascular (en vez de solo residir en la médula 6sea), es decir las MSC serian células tipo
pericitos que estarian dispuestas perivascularmente. Hay antecedentes que apoyan el hecho de que

para casi todos los vasos sanguineos del cuerpo. MSC son observadas en lugares perivasculares
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(Crisan et al., 2008). Actualmente esta claro que pericitos aislados exhiben un panel de marcadores
de superficie que son idénticos a los expresados por MSC. Esto ha llevado a sugerir que todas las
MSC son pericitos (Caplan y Correa, 2011). Un marcador de pericitos es CD146, que ha sido
utilizado para aislarlos y expandirlos in vivo (Crisan et al., 2008), por otro lado PRPC también
expresan este marcador (Laberge y Cheung, 2010), lo que sugiere que también tienen un origen
perivascular en el tejido periapical de la raiz. Todos estos antecedentes permiten establecer con
seguridad que las PRPC son MSC (PRPC-MSC). Finalmente, el hecho de que todas las MSC sean
pericitos abre la posibilidad en cuanto como visualizar fisiolégicamente y terapéuticamente el rol

de las MSC (Caplan y Correa, 2011).

Consistente con la propuesta de que hay un creciente cambio en la filosofia con respecto al
potencial clinico ofrecido por MSC, casi todos los ensayos clinicos que estan en desarrollo y que se
basan en MSC (aproximadamente 200, http://clinicaltrials.gov), como también estudios pre-
clinicos, utilizan MSC de maneras terapéuticas y medicinales, sin pensar en que estas se

diferencien a algun linaje en particular.

Asi, considerando el nicho perivascular de las MSC en todos los tejidos, incluyendo tejidos
dentales. las MSC tendrian la capacidad de sensar el medio y por ende, cambiar de fenotipo frente
a esta(s) sefiale(s) que estarian relacionadas con las necesidades de un tejido en particular. De esta
manera se activarian para ejercer la actividad medicinal secretando distintos factores, provocando
asi un microambiente regenerativo en los tejidos afectados (Figura 27). Se desconocen cudles

serian las sefiales especificas que producen la activacion de MSC hacia el fenotipo medicinal.
2. Secrecion de TGF-B3 por PRPC-MSC cultivadas en monocapa

Una vez caracterizadas las células, éstas se cultivaron en condiciones de cultivo convencional en
monocapa para evaluar si estas secretan TGF-B3 sin mayor estimulo. De manera preliminar se
realizo un inmuno-ensayo Dot-Blot, para lo cual medios condicionados por PRPC-MSC durante
24, 48 y 72 h fueron recolectados por triplicado. Luego se procedié a la activacion de TGF-B3 en el
medio de acuerdo al protocolo descrito en materiales y métodos, se aplicaron 20 ul del medio sobre

la membrana de nitrocelulosa activada y se procedié con el ensayo. No se detecté TGF-B3 en los
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medios condicionados (Figura 16), esto considerando el limite de deteccion de esta técnica (del

orden de los ng).

Seiial de
dafio, estrés

' ? Actividad Trofica
- anti-apoptotica
-*ﬂ "., ‘* ‘ = anti- “ scarring”
! angiogénica

mitotica

Pericito MSC MSC activada MSC
“medicinal”

Figura 27. Actividad tréfica de MSC in vive. Las MSC, consideradas recientemente como
pericitos, estarian presentes en todos los tejidos vascularizados de manera perivascular. Cuando
el tejido se ve sometido a algin dafio o estrés, las MSC podrian ser capaces de sensar esas
sefiales y activarse para cambiar a un fenotipo “medicinal” ejerciendo su actividad tréfica en el
tejido afectado, mediante la secrecion de distintos factores anti apoptoticos, anti-“scarring” o
pro-regeneradores, angiogénicos y mitoticos. (Figura adaptada de Caplan y Correa, 2011).

Mediante citometria de flujo se detecté expresién de la proteina intracelularmente en PRPC-MSC
(Figura 17). Fue interesante observar que aproximadamente un 97% de células CDI105"
expresaban TGF-B3. Lo mas probable es que las células CD105" en los resultados de la citometria
corresponden a células solo CD271" dentro de la sub-poblacién CD105'/CD271". De acuerdo a
este resultado, se confirma que PRPC-MSC producen TGF-B3 en condiciones normales de cultivo,

sin embargo no se presentan los estimulos necesarios para que la proteina sea secretada.

No se encontr6 bibliografia con respecto a la secrecion de factores de crecimiento por MSC
aisladas desde tejidos dentales, exceptuando células aisladas de tejido periodontal, pero sin ser
caracterizadas como MSC (Pinkerton et al., 2008). Sin embargo hay numerosos trabajos que han
estudiado los perfiles de expresion de factores de crecimiento en MSC aisladas de medula 6sea
(revisado en Meirelles et al., 2009). Los factores de crecimiento mas cominmente secretados por

MSC son FGF2, VEGF, PDGFBB, TGF-B1 y diversas citoquinas (Liu et al, 2006; Caplan y
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Dennis, 2006). Estudios comparativos han demostrado que MSC aisladas desde médula oOsea,
tejido adiposo y cordén umbilical muestran caracteristicas comparables con respecto al perfil de
expresion de ciertos factores de crecimiento (Schinkéthe 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-p3 no hay muchos estudios, la mayoria
de los trabajos en torno a TGF-B3 y MSC se basa en que este factor es parte importante de los
estimulos para inducir a las células a diferenciarse al tejido condrogénico (Minguell et al., 2001), v
no se ha considerado que este factor pudiera ser parte del perfil de secrecion de MSC. Sin embargo
en estudios donde han evaluado ampliamente el perfil de expresion de MSC se ha reportado

expresion de TGF-B3, pero en muy baja proporcion (Smiler et al.. 2010; Liu y Hwang, 2005).

Los resultados obtenidos, junto con estos antecedentes permiten inferir que las células necesitan un
estimulo externo para activar la secrecion de la proteina mediante una via de secrecion en
particular. EI mecanismo mediante el cual TGF-B3 es secretado no ha sido descrito, se sabe que la
proteina precursora de TGF-f dentro de la célula es proteolizada desde el C-terminal, pero
permanece unida no-covalentemente al péptido de latencia (LAP). formando un complejo pequefio
de latencia. Este complejo es exportado desde la célula donde se une a la proteina de unién a TGF-
B latente (LTBP) mediante enlaces de cisteina para formar el complejo de latencia mayor (LLC),

en esta forma circula extracelularmente (Flanders et al., 2003; Wallace y Hardy, 2005).

En macrofagos se ha estudiado ampliamente cuales son las vias de secrecion de ciertas citoquinas y
factores de crecimiento (Stow et al., 2009). Las etapas tempranas de las vias de secrecién son
comunes para todas las células eucaridticas, donde las proteinas recién sintetizadas en el reticulo
endoplasmatico son plegadas. sometidas a un control de calidad y parcialmente glicosiladas, para
luego ser cargadas en vesiculas para su transporte al complejo de Golgi, donde se contintia con el

procesamiento postraduccional, incluida la glicosilacion (Alberts et al., 2008).

La red trans-golgi es la Gltima estacion en el complejo de Golgi, luego las vias de secrecion
divergen y difieren en las rutas, en los transportadores y organelos que se usan para transportar

proteinas con diversas funciones. La via de secrecion cldsica o candnica es la que media la
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secrecion constitutiva de pequefias cantidades de proteinas desde la red trans-golgi a la superficie
(Duitman et al., 2011). En algunos tipos celulares como los macrofagos, esta via constitutiva puede
ser sobreregulada para aumentar la secrecion de ciertas proteinas cuando las células son activadas
(Stow et al., 2009). Las proteinas que se van a secretar transitan desde el sistema trans-golgi hacia
la membrana plasmética y pueden ser almacenadas en granulos hasta que su secrecion sea activada

mediante senales especificas (Duitman et al., 2011).

Aunque no se detectd mediante el inmuno ensayo Dot-Blot (Figura 16), las células secretan
constitutivamente una pequeia cantidad de TGF-B3 (detectado mediante ELISA, Figura 23). Esto
ha sido reportado para el caso de MSC de otros tejidos (Smiler et al., 2010; Liu y Hwang, 2005) y
como se discutira mas adelante, condiciones de cultivo particulares pueden estimular la secrecion

de TGF-pB3.
3. Induccion del fenotipo: células secretoras de TGF-B3

La capacidad que se tiene in vitro de manejar la via de diferenciacion de MSC hacia un fenotipo en
particular, se debe a que estas células responden de diferentes maneras a estimulos generados por
diversos factores solubles en el medio. estimulos generados por componentes de la matriz
extracelular natural o artificial, diversas interacciones celulares, fuerzas mecanicas e
hidromecénicas, la 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 algln linaje

en particular y a la sobreproduccion de algln factor de interés (Figura 28).

Se ha reportado que el potencial de diferenciacion 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 al.. 2002). Como se indico antes, este tipo de cultivo permite generar un
microambiente mucho mds favorable para el crecimiento celular y la disponibilidad de seiales
especificas que permitan a las células adquirir un fenotipo mediante una via de diferenciacion o

una activacion especifica.
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Figura 28 Modulacién del fenotipo final de MSC mediante sefiales externas. MSC responden
a diferentes sefiales que permiten obtener un fenotipo en particular, en este caso células sobre-
productoras de TGF-p3 (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 la MEC, por otro lado se alteran significativamente los
procesos de sefializacion (Grayson et al., 2006). La condicién de cultivo en 3D representa un estado en
la cual las células se disponen de manera muy diferente a la condicién de cultivo convencional en
monocapa, por lo tanto, las sefiales a las cuales las células estin expuestas son muy distintas a las del
cultivo convencional en monocapa. Por esta razon se eligié como condicién de induccion de una sobre-
secrecion de TGF-B3 este tipo de cultivo. Para esto las células se encapsularon en fibrina, en alginato y

también se sembraron en el SII antes descrito.
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3.1 Encapsulacion en Alginato

PRPC-MSC se encapsularon en alginato siguiendo protocolos utilizados en otros trabajos de
encapsulacion de MSC (Goren et al., 2010). La concentracion celular fue optimizada a 0.4x10°
células/ml de alginato. A densidades celulares mayores la capsula de alginato se empezaba a degradar
lentamente a las 48 h, lo que no permitia proseguir el experimento hasta las 72 h bajo las mismas
condiciones de cultivo. Esta mayor velocidad de degradacion de la capsula a densidades celulares altas,
se podria atribuir a la produccion de enzimas que participan en la biodegradacion de la matriz. Por otra
parte, a esta densidad celular el nimero de células por condicién de estudio (monocapa, fibrina,
alginato y SII) era similar cuando las células eran sembradas en pocillos de placas de 24 pocillos (1,9
cm’). A un mayor niimero de células, la condicién en monocapa no podia ser comparada, pues desde

un inicio las células ya estarian en confluencia.

El proceso de encapsulacion no afectd la viabilidad celular, lo que se comprobd realizando cortes de las
cdpsulas y visualizando las células vivas y muertas mediante el ensayo live/dead (Figura 18C).
También se observé una disposicién no homogénea de las células en la cépsula (Figura 18D),
probablemente debido a que durante la polimerizacion del alginato se crea un microambiente con
caracteristicas heterogéneas, sectores muy densos (corteza superficial), zonas de gelificacion fuerte,
media y débil y regiones con microfracturas y zonas huecas o tlneles (Bienaimé et al., 2003; Figura
29). De acuerdo a la figura 18D, las células se disponen preferentemente en la zona de gelificacion
media. También se pudo observar que la morfologia de las células encapsuladas difiere con la
morfologia que presentan las células cultivadas en monocapa. Las células encapsuladas mantienen una

morfologia esférica durante todo el tiempo de cultivo.

Se determindé que no hay restricciones difusionales para el oxigeno y la glucosa cuando las células
estdn cultivadas en las matrices de acuerdo a las condiciones experimentales de esta investigacion. Esto
altimo se estimoé mediante el criterio del médulo de Thiele modificado para encapsulacion celular (Kim

et al., 1998; Villalobos et al., 2010, ver anexo II de calculo del médulo de Thiele).
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Zona hueca o tinel

Zona de gelificacion débil

Zona de gelificacion fuerte

Figura 29. Representacion esquematica de la heterogeneidad estructural que se produce en el proceso
de polimerizacién de las capsulas de alginato (Figura adaptada de Bienaimé et al., 2003)

El alginato ha sido usado previamente como matriz de encapsulacion de MSC (Duggal et al., 2009;
Goren et al., 2010; Ghidoni et al., 2008). La encapsulacion de células en alginato representa un
excelente sistema de cultivo que permite la expansion y diferenciacion de distintos tipos celulares. De
hecho se supone que mantiene la viabilidad celular, promueve la proliferacion y la produccion de
matriz extracelular (Tuan et al., 2003). Sin embargo esta matriz no es especialmente funcional para que

las células interaccionen de manera eficiente con la matriz.

En estudios anteriores se han usado péptidos para modificar el alginato de manera que este se
funcionalice para que posea la actividad bioactiva que necesitan ciertas células para ejercer funciones
avanzadas y mejorar la adhesion celular (Zhou y Xu, 2011). Generalmente esta modificacion se hace
agregando péptidos correspondientes a la sefial RGD. La sefal RGD (Arg-Gly-Asp) es la secuencia de
adhesion de muchos tipos celulares. Muchos tipos de integrinas reconocen esta secuencia en la matriz
extracelular. Estas sefiales permiten que las células se anclen de manera mas eficiente a la matriz,
permitiendo también que se activen las vias de sefializacion para que las células proliferen y ejerzan
otras actividades bioldgicas (Ruoslahti, 1996).

De acuerdo a este antecedente se eligié esta matriz como un control para analizar si el efecto de la

encapsulacion sobre PRPC-MSC se debe sélo al hecho de que las células se encuentran en una
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conformacién en 3D, o si el cambio funcional observado se debe principalmente a la interaccion con la
matriz de manera avanzada dada por este tipo de interacciones, como las mediadas por la sefial RGD y

otras similares, que el alginato no posee, pero si la fibrina (Hunt y Grover, 2010).

3.2 Encapsulacion en Fibrina

Una red de fibrina es la primera matriz a la cual una célula queda expuesta cuando est4 desarrollando
su rol en el proceso de reparacion/regeneracion de heridas (Janmey et al., 2009). A diferencia de las
matrices extracelulares formadas por coldgeno, laminina y proteoglicanos, las cuales se ensamblan
lentamente y a medida que son secretadas por las células, la fibrina se ensambla muy rdpidamente
mediante una reaccion de policondensacion modificada entre el fibrindgeno, muy abundante en el
plasma sanguineo, tan pronto como la trombina es activada en la cascada de la coagulacién. La
trombina remueve parte de los polipéptidos del fibrindgeno que previenen su polimerizacion

esponténea (Figura 30). El resultado es una red 3D de fibras entrecruzadas. (Janmey, 1982).

A diferencia del alginato, la fibrina es una matriz bioactiva la cual provee de sefalizacion 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
bioldgica de la fibrina la hace una matriz atractiva para la encapsulacion de diversos tipos celulares con
funciones biologicas especiales, como células madre para aplicaciones en ingenieria de tejidos.

Asi. las células se encapsularon en fibrina con el objetivo de establecer si tanto la condicién en 3D
como las sefiales especificas dadas por la matriz producian un cambio funcional en PRPC-MSC,

especificamente para provocar una activacion de las células para que estas secreten TGF-f3.

Hay antecedentes donde se ha observado que la encapsulacion de células en fibrina provoca respuestas
especificas, incluyendo cambios en la secrecion de proteinas (Acevedo et al.. 2010; Sporn et al.. 1995).
La respuesta celular a la superficie de la fibrina es dependiente de aspectos especificos de la estructura
de la molécula de fibrina (sefiales mediadas por reconocimiento de las integrinas) como también de
eventos generados durante el proceso de polimerizacion (liberacion de los fibrinopéptidos A y B). Se
ha descrito que los fibrinopéptidos pueden desencadenar cambios en las respuestas celulares de las

células en contacto con la fibrina (Sporn et al., 1995).
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secrecion de enzimas fibrinoliticas en respuesta al contacto con la fibrina como parte de su capacidad
de migrar hacia el tejido dafado y ejercer su accion reparadora, proceso que ha sido descrito en la
literatura (Neuss et al., 2010). Por esta razon se continu6 utilizando sélo la condicion con fibrindgeno
54 mg/mL con el propésito que las células estuvieran el mayor tiempo posible dentro de la matriz de

fibrina.

3.3 Cultivo de PRPC-MSC en el SII

El sistema de implante integrado (SII) utilizado en esta investigacién corresponde a un producto de
ingenieria de tejidos desarrollado por investigadores de la Universidad Federico Santa Maria y
Universidad de Valparaiso (Weinstein-Oppenheimer et al., 2010) y que ha sido exitoso en pruebas pre-
clinicas y clinicas en el tratamiento de heridas. La matriz polimérica esti formada por quitosano,
gelatina y acido hialurénico. Al igual que en el caso de la fibrina, los biomateriales que conforman esta
matriz polimérica tienen propiedades bioactivas debido a que contienen dominios especificos como la
sefial RGD, estos también son bioabsorbibles y biodegradables (Tan et al., 2007). A diferencia de la
encapsulacion en alginato y fibrina, en esta matriz las células se disponen dentro de los poros (Figura
20A), generando otro tipo de conformacién, que no necesariamente es una encapsulacién, pues las
células no se encuentran rodeadas por una matriz, si no que estan adheridas a las paredes porosas (Mao,
2003). En el caso particular del SII las células son incorporadas en la matriz usando a la fibrina como
transportador, mediante una gelificacion in situ (Young et al., 2006). Como la fibrina se utiliza como
vehiculo y esta se polimeriza con las células en su interior, el efecto en el cambio de condiciones de
cultivo puede ser similar al que experimentan en el caso de la formacion de capsulas de fibrina, 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 directamente con la matriz porosa de
quitosano. Se ha reportado que la adhesion celular en sustratos adecuados promueven la actividad
celular, la cual puede resultar en la produccion de factores de crecimiento que son importantes en la
regeneracion de tejidos (Weinstein-Oppenheimer et al., 2010).

Al igual que en los casos anteriores, la viabilidad celular no se vio afectada por el proceso de cultivo en
el SII. En este caso no es posible determinar la viabilidad celular con el ensayo live/dead, pues la
matriz al no ser transparente no permite observar las células en su interior. Para tener una apreciacion

cualitativa de la viabilidad celular se realizd un ensayo utilizando WST-1, asi. las células
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metabdlicamente activas producirdn la coloracion caracteristica que pudo ser observada (Figura 20B).
La gelificacion in situ se optimizd para que las células se dispersaran por toda la superficie (Figura

20B).
3.4 Proliferacion de PRPC-MSC en matrices

PRPC-MSC fueron cultivadas en las 4 condiciones a comparar en este estudio, monocapa, fibrina,
alginato y SII y determinada la proliferacion a distintos tiempos (24, 48 y 72 h) (Figura 21) mediante el
ensayo WST-1. Las células fueron sembradas en un nimero constante en todas las condiciones
(aproximadamente 2x10* células/condicion). La proliferacién celular fue mayor en las condiciones de
cultivo en 3D en comparacion con células cultivadas en monocapa (prueba t, p<0,05). Este resultado
se refleja en los TDP obtenidos (Figura 21). Las células cultivadas en las matrices de fibrina, alginato y
SII proliferaron casi 4 veces més rdpido que las células cultivadas en monocapa. La proliferacion
comparada entre las matrices fue muy similar (Figura 21). Hay que considerar que no necesariamente
las células tienen una menor capacidad proliferativa en monocapa en comparacion con los cultivos en
matrices (Figura 9). La diferencia radica en que al tener menor superficie para expandirse en la
condicion de monocapa, se produce inhibicion del crecimiento por contacto a tiempos iniciales post-
siembra (Wieser et al., 1990). Esto es porque el experimento se realizé en pocillos de 1,9 cm’, asi el
numero inicial de 2x10° células ya implica que las células a las 24 h de cultivo llegan a la confluencia.
Sin embargo cuando las células estan encapsuladas, la superficie que tienen para proliferar antes de
llegar a la inhibicién por contacto es mucho mayor. No se observaron diferencias significativas en la
proliferacion celular entre las condiciones de cultivo en matrices, exceptuando entre crecimiento en

alginato en comparacion con crecimiento en fibrina y SII (Figura 21, prueba t, p<0,05).

Se observo que partir de las 48 h en alginato ceso la proliferacion celular, esto puede explicarse por la
naturaleza del alginato, la cual no es considerada una matriz completamente bioactiva para las células,
debido a que en esta no hay sefales especificas de adhesion celular como es el caso de la sefial RGD
(Ruoslahti, 1996). Esto finalmente produce que las células pierdan adherencia a la matriz, provocando
la detencion del ciclo celular. Por otro lado la proliferacion en fibrina y en el SII fue muy similar,
probablemente porque en ambos casos las células estdn en contacto con las sefiales bioactivas que

proporciona la fibrina.
90



3.5 Consumo de glucosa y produccion de lactato

Con el objetivo de visualizar el estado metabolico de las células inmovilizadas en comparacién con el
cultivo convencional en monocapa se determiné el consumo de glucosa y la produccion de lactato
(Figura 22). Se aprecia una diferencia significativa entre el consumo de glucosa de las células
cultivadas en las matrices en relacion a las células en monocapa, estas ultimas consumieron un 53%
mds de glucosa que las células cultivadas en la condicién en 3D (Figura 22A). Este fendmeno no se
debe a restricciones difusionales de los nutrientes cuando las células estan encapsuladas, basandose en
el criterio del modulo de Thiele modificado (Kim et al., 1998; ver apéndice Il para el detalle del
calculo y resultados). Es muy probable que las condiciones de cultivo en conformacion 3D afecten de
alguna manera el metabolismo celular, por ejemplo cambios en el consumo de glucosa y produccién de
lactato se han observado en cultivos de MSC en microcarriers (Schop et al., 2008). Se sabe muy poco
acerca de las consecuencias bioquimicas del proceso de inmovilizacion 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 (Y jeuoigiucosss Figura 22C), este fue menor
a 2 mg/mg en monocapa y fibrina lo que indica que el lactato producido proviene del metabolismo de
la glucosa (a partir de 1 mol de glucosa se generan 2 moles de lactato). La acumulacion de lactato hasta
Y tactatorgucosa 10.8 ¥ 3.8 mg/mg en alginato y SII respectivamente, puede estar asociado a cambios en el
metabolismo energético de la célula (Higuera et al., 2012). Es muy probable que bajo condiciones
fisicas, quimicas y factores biologicos particulares, las células encapsuladas puedan sufrir
modificaciones en sus actividades metabolicas. Estudios previos han descrito diferencias en las
actividades metabdlicas entre células cultivadas en monocapa y células encapsuladas. Por ejemplo se
ha visto que células encapsuladas en alginato disminuyen el consumo de glucosa e incrementan su tasa

de crecimiento (Sun et al., 2007).

Yiactao/ulucosa Mayores que 2 pueden ser explicados por el hecho que el lactato también puede ser
producido por el metabolismo de la glutamina y otros aminoéacidos (Glacken 1988), asi las células
encapsuladas en alginato y SII estarian metabolizando preferentemente glutamina sobre glucosa, esto

deducido del hecho que Yuuwgiucoss SON mMayores que 2. Es importante considerar que ademaés del
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metabolismo de la glucosa, la energia celular también puede ser generada mediante el metabolismo de
la glutamina. Este aminodcido no esencial, presente en el medio de cultivo utilizado, es hidrolizado
mediante la glutaminasa generando glutamato y amonio. El glutamato luego es convertido a o-
cetoglutarato que luego es convertido en piruvato via ciclo de Krebs y el transportador malato-
aspartato. La conversion de la glutamina a piruvato es llamada glutaminolisis. El piruvato luego puede

ser convertido a lactato.

El hecho que las células encapsuladas consumen menos glucosa podria indicar que se favorece el
metabolismo aerdbico de la glucosa en las células cultivadas dentro de las matrices, requiriendo asi
menor cantidad de glucosa para generar la energia necesaria para los procesos celulares y por otro lado,
el lactato se estaria generando a partir del catabolismo de la glutamina y del piruvato (Schneider,
1996). Se ha observado que MSC consumen rdpidamente la glutamina presente en el medio durante las
primeras 72 h de cultivo, pero que la glutamina no seria tan importante en el metabolismo energético

de MSC en condiciones de cultivo convencionales (Higuera et al., 2012).

Los resultados obtenidos pueden también deberse a otros factores producidos por la encapsulacién
celular que muchas veces no son considerados. Como se analizard a continuacion. muchos de estos
cambios comparando cultivo en monocapa con condiciones de cultivo en 3D pueden deberse a efectos
producidos por la composicion quimica de las matrices y la interaccion con la MEC (Schop et al.,
2009). Estos factores corresponden al estrés celular producido por el proceso de encapsulacion
(Schneider 1996: Sun et al., 2007), cambios en el metabolismo celular (Constantinidis et al., 1999:
Simpson et al., 2006), estimulacion mecanica (Chen 2010; Constantinidis et al., 1999; O’Cearbhaill et
al., 2003; Eshghi y Schaffer, 2008; Bilodeau, 2006), efectos de la elasticidad de la matriz (Engler et al.,
2006). que las células perciben al estar encapsuladas. Debido a que el metabolismo celular se ve
alterado en el cultivo 3D en comparacion con el cultivo en monocapa, esto puede tener implicaciones
significativas en el uso de matrices debido a que el metabolismo afecta toda la fisiologia celular

(Deorosan y Nauman, 2011).
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3.6 Produccion de TGF-B3 por PRPC-MSC en condiciones de cultivo en 3D

De los puntos discutidos anteriormente, se ha presentado el concepto de que las células en monocapa y
las células cultivadas en las condiciones en 3D se encuentran en un estado fisiolégico distinto en
términos de proliferacion celular, morfologia y estado metabdlico. Lo siguiente es determinar si estas
condiciones propician a que las células adquieran una funcionalidad distinta, en este caso que
adquieran un fenotipo de secrecion de un factor de crecimiento muy importante en la
reparacion/regeneracion tisular como es TGF-f3 (Hao et al., 2008; Kohama et al., 2002; Occleston et
al., 2009). Muy probablemente la diferencia entre el perfil de secrecion de factores de crecimiento
entre la condicion en monocapa y la condicion en 3D es muy distinta. Esta investigacion se enfoco en
TGF-B3, debido a su relevancia en la regeneracion de los tejidos sin cicatriz y también porque no hay
estudios que hayan determinado la secrecion de este factor comparando diferentes condiciones de
cultivo, exceptuando por un estudio que analizé de manera global el cambio en el perfil de expresion
de diversas citoquinas y factores de crecimiento de PDLC en condiciones de deformaciéon mecanica,
donde TGF-B3 fue uno de los factores de crecimiento que mds se sobre-expreso en la condicion

analizada, esto se discutird mas adelante (Pinkerton et al., 2008).

Mediante cuantificacion con el inmuno-ensayo ELISA, se determind un cambio significativo en la
secrecion de TGF-B3 por células cultivadas en la condicion en 3D en todos los tiempos analizados. en
comparacion con la condicion en monocapa (Figura 23, prueba t *p<0.,05). Este cambio correspondi6 a
un aumento de la secrecion de aproximadamente 9 veces a las 24 h de cultivo (19 pg/mL/10* células en
monocapa a 174 pg/mL/10" en promedio en cultivo en matrices) y de casi 4 veces a las 48 y 72 h. Los
niveles de TGF-p3 secretado estdn de acuerdo a los reportados para este y otros factores de crecimiento
(Engler et al.. 2006: Eshghi y Schaffer, 2008; Ingber, 2002; Sainio et al., 2009; Chen, 2010: Liu et al..
2006; Rehman et al., 2004; Acevedo et al., 2010; Somoza et al., 2010). No se observaron diferencias
significativas en la secrecion de TGF-B3 entre las condiciones de cultivo en matrices, este resultado
estaria indicando que las distintas composiciones quimicas de las matrices utilizadas no influenciarian
a priori sobre la adquisicion de un fenotipo secretor de PRPC-MSC. La activacion de las células hacia
un fenotipo secretor estaria gobernado por los cambios fisiologicos que las células experimentan al

pasar de una condicion de cultivo en monocapa a una condicién en 3D (Simpson et al., 2006; Schop
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2010: Constantinidis et al., 1999). Como se evidencid anteriormente el metabolismo celular cambia en
las condiciones de cultivo en 3D con respecto al consumo de glucosa y produccion de lactato (Figura
22), lo que podria estar relacionado con el cambio observado en la secrecidn del factor de crecimiento

(Simpson et al., 2006; Schop 2010; Constantinidis et al., 1999).

Por otro lado, los cambios fenotipicos observados pueden deberse a que las sefiales transmitidas
mediante receptores en la MEC afectarian a las células de diversas maneras. El estado dinamico de un
cultivo celular, donde las conexiones adhesivas entre las células y la MEC son creadas v a la vez
eliminadas, pueden llevar a respuestas celulares que no se observan bajo condiciones de cultivo
convencionales (Bilodeau, 2006). Este estado dindmico es mayor a tiempos tempranos desde el
proceso de encapsulacion, lo que podria explicar la mayor secrecion de TGF-B3 a las 24 h (Figura 23).
A tiempos mayores este estado dindmico entre la matriz y las células disminuye debido a que las
células se adaptan a la nueva condicion, regulando los procesos fisiologicos que cambiaron en las

primeras horas post-encapsulacion (Bilodeau, 2006).

Esta disminucion de TGF-B3 a tiempos posteriores también estd relacionada con que esta proteina tiene
un tiempo de vida media muy corto, aproximadamente 1 h (Yao et al., 2010), también se ha descrito
que TGF-B3 es consumido por las propias células que lo producen (dando indicios de esta sefializacion
autocrina). Schinkdthe et al, observaron que TGF-B3 era consumido por MSC, comparando la cantidad
inicial a las 24 h y la concentracion final a las 72 h, la concentracion del factor en el sobrenadante era
de aproximadamente -25% (Schinkdthe et al., 2008). En el caso de esta investigacion la disminucion de

TGF-B3 entre las 24 y 72 h fue de aproximadamente un -22%.

La activacion de la via de secrecion de TGF-P no estd del todo clara, se ha sugerido que su produccion
estaria regulada de manera autocrina (Acevedo et al., 2010). Una posible explicacion de por qué los
niveles de TGF-B3 disminuyeron a partir de las 48 h es que podria estarse produciendo un feedback
negativo, es decir TGF-p3 estaria bloqueando su propia produccion. Esto tiene sentido por el hecho de
que la célula sensa que en su microambiente hay un exceso del factor, junto con la disminucion de
otras sefiales producidas en el proceso de encapsulacion, y por lo tanto dejaria de secretar el factor al

medio.
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En la condicién in vivo las MSC, al ser activadas, secretan factores de crecimiento y citoquinas anti-
inflamatorias, anti-apoptoticas y pro-regeneradoras (anti-scarring) ante distintas sefiales de dafio en los
tejidos, provocando una activacion de las células hacia un fenotipo secretor de diversos factores
(Caplan y Correa, 2011). Se ha propuesto que las MSC activadas actian como “mini-reactores™ de
secrecion de factores de crecimiento y citoquinas. Esta produccién de factores de crecimiento jugaria
un rol en la coordinacion y regulacion de procesos celulares como la inflamacion, proliferacion celular,

remodelacion de la matriz extracelular, entre otros procesos (Liu et al., 2006).

La senales especificas de activacion de MSC in vivo no son del todo conocidas, sin embargo como se
discutié anteriormente, estas sefales podrian ser tanto de naturaleza soluble, diversas interacciones con
la matriz, estrés producido por falta de nutrientes, estrés mecanico y condiciones de hipoxia (Figura 29,
Bilodeau 2006; Engler et al., 2006; Eshghi et al., 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 isquemia transiente y global. Se observé que las MSC mejoraron la
funcion neuroldgica y disminuyeron la muerte neuronal del hipocampo. Los autores determinaron que
los transcriptomas de las MSC cambiaron mediante la sobreregulacion de 170 genes. Los autores
discuten que los efectos beneficiosos de las células implantadas fueron producidos por MSC siguiendo
una secuencia de eventos, primero las hMSC fueron activadas mediante sefiales de estrés provenientes
desde el tejido isquémico o mediante comunicacion cruzada con células isquémicas. Las hMSC
activadas sobre-regularon la expresion de una serie de factores inmuno-modulatorios, anti-
inflamatorios y anti-apoptéticos como LTBP2 (proteina de union a TGF-f3 latente 1), TGF-f2 y TGF-
B3 (Ohtaki et al., 2008).

En otro trabajo, los autores estudiaron la respuesta de PDLC a la deformacion mecénica en términos de
interaccion de redes de citoquinas (Pinkerton et al., 2008). El objetivo era estudiar estos procesos
bioldgicos complejos cuando las células son sometidas a deformacion mecénica en los tejidos,
especialmente por que las células que componen los tejidos dentales, estin mucho mas expuestas a

estas fuerzas mecanicas en comparacion a células de otros tejidos. Consistente con la hipotesis que la
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fuerza de tension podria favorecer un patrén osteogénico de sefalizacion se observd una sobre-

expresion de TGF-B1 y TGF-f33 (Pinkerton et al., 2008).

Considerando estos antecedentes, cuando las células son transplantadas en un tejido en particular se
produce un cambio de la condicion de cultivo, similar a lo que ocurre cuando las células son
encapsuladas en matrices que imitan la funcion de la MEC. Este cambio generaria modificaciones

generales en la fisiologia celular.

Las sefales que producen estos cambios en las células al cambiar la condicién de cultivo estarian
mediadas por mecanismos de mecanotraduccion. El término mecanotransduccién se refiere al proceso
mediante el cual las células transducen el estrés mecanico en sefiales bioquimicas para regular diversas
funciones. Las vias de sefalizacion que son activadas mediante la estimulacion mecénica pueden
afectar funciones celulares como apoptosis, contraccién, diferenciacion, migracion, proliferacion y

secrecion (Sniadecki, 2010).

Estos mecanismos de mecanotransduccion son importantes en condiciones in vivo. no tanto asi en
condiciones de cultivo tradicionales en monocapa. Las células en los tejidos constantemente estdn
expuestas a estimulos mecanicos (Ingber, 2002). Estimulos fisicos tales como las fuerzas de corte,
compresion y tension, no solo alteran la organizacion y distribucion de elementos estructurales y
organelos dentro de las células, sino que también se transducen en sefiales bioquimicas que modulan

vias de sefializacion dentro y entre las células (Bilodeau, 2006).

El estrés mecdnico es un modulador importante de la fisiologia celular. Hay considerable evidencia que
los estimulos fisicos afectan la expresion génica e incrementan significativamente la actividad
biosintética en distintas células. Los efectos del ambiente mecanico en el comportamiento de células
Oseas ha sido estudiado extensivamente y mds recientemente hay evidencia que las MSC en tejidos no

6seos también responden a estimulos mecénicos (Bilodeau, 2006).

Teniendo en cuenta estos antecedentes. el proceso de inmovilizacion de las células en las matrices
podria estar proporcionando las sefiales mecdnicas que producen los cambios fisioldgicos, en este caso
la activacion de PRPC-MSC para secretar factores de crecimiento, especificamente TGF-B3. La
quimica de la matriz no seria lo mds importante en este caso. pues no se observaron diferencias
significativas de proliferacién y secrecién de TGF-B3 entre las matrices (Figura 21 y 23), esto sugiere
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que el cambio de condicién de cultivo es lo que gatilla la activacion de la secrecion, lo que podria
deberse a los cambios dindmicos de interacciones célula-matriz y el estrés mecanico que las células
sensan al pasar de una condicion de cultivo en monocapa (2D) a una condicion de cultivo en 3D,
producidas probablemente por el proceso de polimerizacion del alginato y la fibrina. El hecho de que la
secrecion de TGF-B3 disminuya después de las 48 h en las matrices puede atribuirse a que las sefiales
dindmicas y mecénicas que gatillaron el cambio inicialmente ya no son tan significativas y permiten

una adaptacion de las células en la nueva condicion.

Otra asociacion importante que se puede establecer en estos eventos es el rol de las integrinas con
respecto a la mecanotransduccion y también a su funciéon como transductores de vias de sefializacion
especificas (Ingber, 2002; Eslami et al., 2009). El estrés mecanico aplicado a las integrinas puede
activar vias de sefializacion intracelulares e inducir la transcripcion génica (Ingber, 2002). Por otro lado
ciertas integrinas con ligandos especificos pueden ser sobreregulados en condiciones microambientales
particulares, por ejemplo la integrina avp6 es co-expresada y se encuentra co-localizada con TGF-B3
en heridas de tejido gingival, esta co-expresion se mantiene a lo largo de la regeneracion de la herida

sin observarse la formacion de tejido cicatrizal (Eslami et al., 2009).

En otro estudio similar que evalud la secrecion de diversos factores de crecimiento cuando MSC fueron
estimuladas con extracto de tejido dafiado (dermis), La produccion de TGF-B se incrementd
significativamente el primer dia en que los cultivos se condicionaron con los extractos del tejido
danado. Las células produjeron 711-809 pg/mL de TGF-B en comparacion de 75-121 pg/ml con
extracto de tejido sano (valores que estéan dentro de los rangos que se obtuvieron en esta investigacion).
Los autores concluyen que el medio inflamatorio de la herida puede estimular la produccion de factores
de crecimiento por MSC (Liu et al., 2006). Esto ilustra como distintas sefales pueden gatillar que MSC

se activen adquiriendo un fenotipo de “célula medicinal™.
3.7 Expresion génica de TGF-33

Es interesante observar que la activacion celular, dada por la condicién de cultivo en 3D. esta
posiblemente relacionada con la activacion de la via de secrecion de TGF-B3 y no necesariamente a

una activacion de la transcripcion de TGF-B3. Esto se infiere del hecho de que la expresion génica se
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mantuvo constante en el tiempo y sin cambios significativos entre las condiciones de cultivo (Figura
24). Como se menciond anteriormente, esto también se puede concluir del hecho que las células en
monocapa estdn expresando la proteina intracelularmente (Figura 17), sin embargo en esta condicion la
activacion de la via de secrecion no estaria favorecida. Se ha observado que el periodo de liberacion de
factores de crecimiento estd regulado tanto espacial como temporalmente mediante diversos eventos
celulares y su relacion con la evolucion de las condiciones microambientales (Purcell et al.. 2009). En
trabajos pioneros en el estudio de la produccion de TGF-B se observé que monocitos no activados
expresaban el mRNA de TGF-f., pero no secretaban la proteina al medio a menos que estos fueran
activados a macrofagos, los autores sugieren que la expresion del mRNA de TGF-B es constitutiva,
mientras que la secrecion es inducible. Esto mismo se evidencid al analizar la expresion de TGF-3 en
una linea celular de monocitos (U937) (Assoian et al., 1987). En otro trabajo con MSC se observod que

TGF-p era expresado constitutivamente por MSC (Liu et al., 2006).
3.8 Expresion de otros factores de crecimiento

Mediante RT-PCR no cuantitativo se analiz6 la expresion de otros factores de crecimiento importantes
en la regeneracion/reparacion de heridas (Carter, 2003; Barrientos et al., 2008; Grazul-Bilska et al.,
2003). Estos son EGF, FGF2, VEGF y PDGF. La principal funciéon de EGF es incrementar la
epitelizacion de heridas y reducir la formacion de cicatriz previniendo la excesiva contraccion de la
herida. FGF2 es un poderoso mitogeno de varios tipos celulares, induce la migracién celular y la
neovascularizacion. PDGF también es un mitogeno de varios tipos celulares, promueve la
angiogénesis, la produccion de coldgeno, por lo tanto participa activamente en la remodelacién de la
MEC del tejido danado. Por ultimo VEGF es mitdgeno especifico de las células endoteliales con una
potente actividad angiogénica in vivo (Grazul-Bilska et al., 2003; Barrientos et al., 2008). Se ha
observado una mejora en la reparacion de heridas al aplicar estos factores de crecimiento en el tejido

afectado (Liu et al., 2006).

En general no se observaron cambios en la expresion de estos factores comparando la condicién de
cultivo en monocapa y en matrices (Tabla 7), exceptuando por PDGF cuya expresion se indujo en
alginato y fibrina a las 24 y 48 h. Este resultado estd de acuerdo con la nocién de que TGF-f y PDGF
interactian en los procesos de reparacion de heridas (Barrientos et al., 2008). Por otro lado se ha

descrito que la transcripcion de PDGF es activada mediante la via de sefializacion Smad2/3/4 mediada
58



por TGF-p (Andrae et al., 2008), esto se correlaciona con los resultados, pues a las 24 h hay mayor
concentracion de TGF-B3 lo que podria estar activando la transcripcion de PDGF. Se ha descrito que
PDGF se expresa tempranamente en heridas de embriones y adultos. sin embargo en las primeras

desaparece a las 48 horas de producida la herida (Broker et al., 1999).

Se encontro que FGF2 esta expresado permanentemente en todas las condiciones de cultivo analizadas,
esto es un resultado esperado, pues se ha observado anteriormente que FGF2 se expresa
constitutivamente en MSC (Liu et al., 2006). Por otro lado se ha demostrado que muchas de las
funciones troficas de MSC estén mediadas por FGF2, por lo tanto su expresion es una sefial de que
estas células se mantienen funcionales en su accion tréfica cuando estan en la condicién de cultivo en

3D (Mias et al., 2008; Trouche et al., 2010).

No es comiin encontrar trabajos donde estudien la expresion y secrecion por MSC de EGF, al igual que
TGF-B3 (Meirelles et al., 2009). Liu et al., observaron que la secrecion de EGF era activada mediante
la exposicion de MSC a extracto de tejido dafiado (la misma induccion se produjo con TGF-B).
También se observo que EGF era expresado tanto en la condicién control (MSC en monocapa sin
estimulo) y en las condiciones con estimulo (Liu et al., 2006). En el caso de PRPC-MSC la expresion
de EGF fue inducida por el tiempo de cultivo y no por las condiciones de cultivo (Tabla 7). lo que
podria indicar que la expresion de EGF se activa por la acumulacién de otras sefiales indeterminadas en

el medio de cultivo.

Por dltimo VEGF no se expres6 en ninguna de las condiciones analizadas, indicando que PRPC-MSC
no producen este factor de crecimiento involucrado en la angiogenesis. Este Gltimo resultado no
concuerda con lo reportado en varios trabajos con MSC que informan que MSC producen VEGF en
varias condiciones (Meirelles et al., 2009; Liu et al., 2006; Doorn et al., 2012). La falta de expresion
de VEGF concuerda con la observacion de que las c¢élulas en las condiciones de cultivo evaluadas en
este trabajo no se encuentran en situaciones de hipoxia, pues la expresion de este factor de crecimiento
en MSC es inducida por bajas concentraciones de oxigeno (Chung et al., 2009; Grayson 2009:
Baumgartner et al., 2010; Kagiwada et al.. 2008). Finalmente es importante destacar la expresion de
TGF-B3, EGF, FGF2 y PDFG por las PRPC-MSC en las condiciones estudiadas, pues se ha reportado

que en tlceras cronicas, la expresion de estos 4 factores estd muy disminuida (Robson et al., 1998), asi,
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implantar células que eventualmente puedan producir estos factores en las heridas permitiria generar

una mejora substancial de la reparacion de los tejidos.
3.9 Anadlisis de componentes principales

Del anélisis se pueden destacar algunas asociaciones interesantes que confirman algunas observaciones
iniciales y otras que aparecen gracias al analisis que permite el método. Del andlisis de correlaciones
significativas se observa que la concentracion de TGF-P33 estd correlacionada de manera positiva con la
concentracion de glucosa en el medio, lo que podria indicar que a altas concentraciones de glucosa se
favorece la secrecion de TGF-f33 al medio, algo similar ocurre con la expresion de PDGF, la cual se

favorece a altas concentraciones de glucosa (Figura 25).

En un estudio anterior se observo el efecto contrario cuando se realizé el mismo andlisis con TGF-B1,
ya que a bajas concentraciones de glucosa se estimulaba la secrecion de TGF-B1 (Acevedo et al.,
2010). Este resultado podria estar relacionado con el efecto contrapuesto que tienen TGF-B1 y {3,
donde el primero es basicamente pro-inflamatorio y el segundo es anti-inflamatorio (Watabe y
Miyazono, 2009), asi, la concentracién de glucosa en el medio podria ser uno de los estimulos que
permiten activar la secrecion de una u otra isoforma, tema que requiere ser elucidado en
investigaciones futuras. Otra correlacién que confirma esta observacién es que a mayor consumo de
glucosa disminuye la concentracion de TGF-B3 en el medio (Figura 25). Otra asociacién significativa
que se observd fue que a mayor concentracién de TGF-B3 aumenta la produccién de TGF-B3, lo que
indicaria una accion autocrina, por lo menos a tiempos iniciales. De este anélisis se confirma lo que se
habia discutido anteriormente, en relacion a que la expresion de PDGF podria estarse activando a
medida que aumenta la concentracion de TGF-B3, la misma correlacién positiva aparece al
correlacionar la expresion génica de TGF-B3 y PDGF. Por otro lado se verificé que a mayor
concentracion de lactato disminuye la secrecion de TGF-B3 y la expresion de PDGF, lo que podria
estar relacionado con el efecto toxico de la acumulacién del lactato en el medio o eventualmente el

lactato podria ser una sefal por si solo.

En el andlisis de contrastes entre grupos de variables (Tabla 8) se observan asociaciones en el primer
componente principal entre el grupo de variables “tiempo y lactato™, con el grupo “concentracion de
TGF-3 en el 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 concentracion de TGF-B3 en el medio y consecuentemente
la expresion de PDGF al haber mas o menos cantidad de TGF-B3 que active su expresion. De este
andlisis se puede inferir que la acumulacion de lactato en el medio podria estar afectando la estabilidad
de TGF-B3, por ejemplo cambiando el pH. En el segundo componente principal contrastaron los
grupos de variables “biomasa y tiempo™ con el grupo “produccion de TGF-B3, consumo de glucosa y
produccion de lactato™, resultado que es completamente l6gico, pues la produccion y consumo de

metabolitos depende exclusivamente de las células.

Se ha venido discutiendo hasta ahora que el cambio en la condicién de cultivo desde monocapa a
cultivo en 3D es el factor que determina que las células activen su capacidad secretora de TG F-B3 y
que la quimica de la matriz no estarfa involucrada en este cambio. Sin embargo, el analisis de
contribucion permite destacar que el tipo de matriz si tiene un efecto sobre las células (Tabla 9). Es
necesario recordar que no se incluyé en este andlisis a la matriz SII, debido a que no fue posible
realizar el andlisis de expresion génica. Sin embargo como en el SII las células también estan en
contacto con la fibrina, el efecto global podria ser similar al analizado en el caso de la encapsulacién en
fibrina. De manera general se observa que el cambio de condicion desde monocapa a fibrina contribuye
mas al cambio en las variables analizadas, exceptuando por la expresion de PDGF (Tabla 9). Las
contribuciones de la fibrina son especialmente significativas en la generacion de biomasa,
concentracion de lactato, crecimiento celular, produccion de TGF-B3 y produccion de lactato. Estos
resultados estdn de acuerdo a lo reportado sobre las condiciones favorables de cultivo de MSC y otras
células en fibrina, debido a que esta matriz tiene caracteristicas bioactivas para las células que estan en
contacto con ella, especialmente porque permiten que receptores de la superficie celular, como las
integrinas, interaccionen con las sefiales que proporciona la fibrina originando sefializacion intracelular

(Janmey et al., 2009; Clark, 2001; Eshghi y Schaffer, 2008: Mazlyzam et al., 2007).

Finalmente del grafico del primer plano principal (Figura 26) se observan agrupaciones de condiciones.
junto con las variables a las cuales afectan mas significativamente (ver agrupaciones destacadas de las
condiciones de cultivo en cada uno de los 4 cuadrantes de la Figura 26). Asi, la condicién de cultivo en
monocapa es en general muy similar en todo el periodo de tiempo del experimento y afectaria mas
significativamente al consumo de glucosa. En cuanto al cultivo en fibrina vy alginato se observan

o

asociaciones de acuerdo a los distintos tiempos de cultivo, esto de acuerdo a que a las 24, 48 y 72 hse
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ubican en cuadrantes distintos dentro del analisis. En el cuadrante inferior izquierdo se destaca que la
condicién de cultivo en fibrina a las 24 horas es la que afecta mds a la produccion de TGF-B3 y en
menor medida a su expresion génica. A las 48 h de cultivo en fibrina y en alginato las variables que
mas se afectan son la concentracion de glucosa, la concentracion de TGF-33 y la expresion de PDGF.
Finalmente a las 72 h de cultivo en fibrina y alginato tienen mayor relevancia en el cambio de la
expresion de EGF. Considerando los resultados obtenidos, junto con los antecedentes discutidos, se
plantea un modelo en cual se describen los posibles mecanismos que estarian involucrados en la

activacion de PRPC-MSC para secretar TGF-33 (Figura 31).

Estos resultados permiten establecer recomendaciones en el disefio del proceso que permitan una
optimizacion de la secrecion de TGF-B3. El proceso debe ser diseniado para tiempos cortos, mantener
una concentracion de glucosa del orden de 1 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-B3 en ingenieria de tejidos

Los procesos de reparacion son muy complejos, consisten en mualtiples componentes celulares y
moleculares que actlian de manera concertada para llevar a cabo un proceso cuyo objetivo, en
organismos adultos, es producir una reparacién rapida de los tejidos (Ferguson y O’Kane, 2004). Esto
se logra principalmente porque, luego de la lesion, se genera una respuesta inflamatoria importante,
seguida de una remodelacion del tejido no estructurada que finalmente genera una cicatriz,
principalmente debido a que el tejido fibroso reemplaza a la arquitectura normal del tejido (Metcalfe y
Ferguson, 2007). En muchos casos el proceso de cicatrizacién puede generar cicatrices hipertroficas y
queloides, que producen morbi'idad, problemas de movimiento. restriccion del crecimiento y mala

estética.

En contraste numerosos estudios han demostrado que embriones regeneran los tejidos dafiados de
manera perfecta, sin la minima generacion de cicatriz (Ferguson y O’Kane, 2004). El patrén
histologico de los tejidos embrionarios es restaurado como si no hubiera sido dafiado (Broker et al.,
1999). Por otro lado se ha descubierto que en el organismo adulto, los tejidos de la mucosa bucal tienen
la capacidad de repararse con minima generacion de cicatriz (Eslami et al., 2009; Schrementi et al..

2008).
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Figura 31. Modelo propuesto para la activacién de la secrecién de TGF-B3 por PRPC-MSC
encapsuladas en fibrina y alginato. Cuando las células cultivadas en monocapa pasan a la condicion de
cultivo en 3D, se exponen a estimulos que producen cambios fisiologicos. Durante el proceso de
encapsulacion, las celulas sufren tensiones superficiales producidas por fuerzas mecanicas durante la
polimerizacién de la matriz. Estas fuerzas mecanotransducidas podrian activar vias de sefializacion
intracelulares que influyan en el cambio en los fenomenos medidos (glicolisis, secrecion de TGF-B3,
expresion genica). Los cambios dinamicos de interaccion entre las células y la matriz durante el tiempo
micial de la encapsulacion 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
expresion genica de PDGF vy la secrecion de TGF-B3 y el lactato en la estabilidad de la proteina en el
medio. La sefializacion autocrina producida por TGF-B3 también podria afectar su propia secrecion,
positivamente a tiempos iniciales y negativamente a tiempos posteriores. En el caso de la fibrina las
interacciones especificas dadas por la composiciéon quimica de la matriz, como por ejemplo la seiial RGD,
afectarian en cierta medida en los cambios observados. Finalmente se observo una expresion constitutiva
del mRNA de TGF-83, lo que podria ser un indicador que estas células estan en un estado pre-
condicionado para producir el factor de crecimiento. Como se discutid, en este sistema la disponibilidad
de los nutrientes no esta restringuida por fenémenos difusionales, por otro lado es muy posible que el
exceso de lactato producido provenga del metabolismo de la glutamina y el piruvato.
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Una consecuencia directa de estas diferencias entre la reparacion 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 mucosa oral y la piel (Tabla 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 comparacion con
la reparacion de heridas cutaneas, uno de estos factores es TGF-B3 que juega un rol clave en la
reparacion sin generacion de cicatriz. Esto se hizo evidente cuando se descubrio que TGF-B3 era la
isoforma que mas se expresaba en tejido embrionario y mucosa oral, esto en comparacion a TGF-B1,
TGF-B2 y otros factores de crecimiento (Occleston et al., 2008; Beanes et al., 2003; Hao et al., 2008;
Tabla 10).

Tabla 10. Niveles de algunos factores de crecimiento
en tejido embrionario y fetal en comparacion con
tejidos adultos
Factor de Herida en tejido fetal Herida en
crecimiento y embrionario tejido adulto
TGF-p1 bajo/ausente alto
TGF-p2 bajo/ausente alto
TGF-B3 alto Muy bajo
PDGF muy bajo/ausente alto
FGF alto bajo

Experimentos posteriores realizados en embriones transgénicos indicaron que la manipulacion
experimental de los niveles de estos factores de crecimiento, especialmente de las isoformas de TGF-B,
permitia obtener una reparacion 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 TGF-

B3 tiene un rol fundamental en la regeneracién de tejidos.

Estos antecedentes y muchos otros que confirman el rol de TGF-33 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 permitido establecer que la aplicacion
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exogena de TGF-B3 produce una aceleracién de la reparacion, junto con un remodelamiento ordenado
de la matriz extracelular, lo que finalmente produce un tejido fuerte y elastico, al contrario de lo que es
el tejido cicatrizal (Hao et al., 2008).

Todos loé ensayos clinicos en humanos con TGF-B3 han sido realizados por la empresa biotecnologica
Renovo. Estudios clinicos en fase Iy II en voluntarios humanos utilizando TGF-B3 de manera intra-
dermal (llamado Juvista™) demostraron la seguridad y tolerabilidad de este factor de crecimiento. Por
otro lado se ha observado una disminucién estadisticamente significativa del tamaio de la cicatriz y
una mejor apariencia de incisiones controladas en comparacién al grupo placebo (Ferguson et al.,
2009, Figura 32).

Figura 32. Cicatrices originadas de incisiones 12 meses después de la herida tratadas con
TGF-B3. Se administro TGF-B3 intra-dermalmente después de generada la incisién (Ferguson
etal., 2009)

A pesar de estos resultados prometedores utilizando TGF-B3 en heridas, Juvista no cumplié con los
objetivos primarios y secundarios al final de los ensayos clinicos en fase III
(http://www.renovo.com/en/products/juvista). Los autores de los estudios estan todavia estableciendo
las razones por las cuales su producto no cumplié con los objetivos 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 1 h (Yao et al, 2010), lo que puede haber
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afectado su accion anti-fibrotica muy rapidamente en la herida; segundo, los autores no mencionan el
origen de la proteina recombinante, esta es producida por diversos sistemas de produccion de proteinas
recombinantes (E. coli, Baculovirus, células CHO, entre otras). TGF-B1,2.3 son factores de
crecimiento codificados por genes distintos (Occleston et al., 2008), sin embargo poseen un alto grado
de homologia, En la mayoria de los ensayos in vitro la actividad bioldgica 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 bioldgica de la
proteina recombinante aplicada en la herida no tenga la misma actividad bioldgica que la nativa, a
pesar de contar con las modificaciones post-traduccionales producidas por los sistemas CHO y
baculovirus, si este fuera el caso. Tercero, los autores no consideraron la importancia del perfil de
factores de crecimiento en la herida y sdlo se basaron en la aplicacion de TGF-B3, esperando que por si
solo produjera el efecto regenerador esperado. Se ha visto que los factores de crecimiento act(an
muchas veces concertadamente y de manera organizada en los procesos de reparacion (Broker et al.,

1999).

La propuesta y los resultados obtenidos en esta investigacion podrian ser una forma de abordar nuevas
terapias en el tratamiento para la reparacion de heridas. PRPC-MSC presentan una capacidad
proliferativa y de diferenciacion sobresaliente, ademas que pueden ser aisladas sin mayor dificultad
desde material biologico de desecho, como son los terceros molares extraidos habitualmente. Esto
sumado al potencial de estas células de provenir de un tejido que se caracteriza por exhibir una
constante renovacion celular y de evidente capacidad regenerativa como es el dental (Huang et al.,

2009).

Por otro lado, el cultivo celular en 3D 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 confinadas dentro de la matriz se encuentran protegidas contra las respuestas inmunes
del hospedero cuando estas sean implantadas, ademds la matriz provee de una gran superficie para que
las c€lulas puedan expandirse sin presentar inhibicion de crecimiento por contacto célula-célula.
Ademas el cultivo en 3D provoca un cambio fisiolégico en las células que no esta mediado a priori por
la composicion quimica de la matriz, si no probablemente por sefiales mediadas por fenémenos de

mecanotransduccion que provocan un cambio tanto a nivel metabélico como funcional de las células.
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En esta investigacion las células fueron sembradas en la matriz a bajas densidades, en comparacién con
otros trabajos donde se utilizan alginato y fibrina (Baumgartner et al., 2010; Duggal et al., 2009: Fang
et al.,, 2004; Trombi et al., 2008), lo que permite, entre otras cosas que las restricciones difusionales de
los nutrientes al interior de las capsulas sean minimas, lo que optimiza la viabilidad celular al interior
de la matriz. Finalmente se comprobd que las condiciones de cultivo evaluadas provocan la activacion
de las células a un fenotipo secretor de TGF-B3, lo que permitiria contar con una fuente estable de

proteina nativa cuando las células sean implantadas para promover la regeneracion de una herida.

La metodologia de generar un fenotipo celular con propiedades especificas in vitro, para luego ser
usado in vivo ha sido propuesto por varios autores y se ha demostrado que este se mantiene cuando las
células son implantadas en el tejido que requiere ser reparado (Somoza et al., 2010). En el trabajo
citado se generd in vitro un fenotipo celular secretor del factor de crecimiento BDNF, importante en la
reparacion de tejido neural, a partir de MSC mediante un cambio en las condiciones de cultivo, luego
estas células fueron implantadas directamente en la sustancia nigra de un modelo de rata con
Parkinson, se comprobé que las células siguieron produciendo el factor de crecimiento in vive, dato
importante teniendo en cuenta que las condiciones in vitro son muy distintas a las que las células se

ven expuestas in vivo.

Por otro lado este sistema permitiria proveer de un perfil de factores de crecimiento, ademas de TGF-
P3, beneficioso para promover una reparacion de mejor calidad de los tejidos, pues se comprobé que
las c€lulas en las matrices expresan algunos factores de crecimiento importantes en la reparacion de
heridas. Finalmente los resultados obtenidos hacen evidente que el entendimiento de los efectos de la
encapsulacion u otros cambios de las condiciones de cultivo en MSC, en los mecanismos metabélicos

y secretorios es critico para el disefo de un implante generado mediante ingenieria de tejidos.
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CONCLUSIONES

El aislamiento, desde una poblacion heterogenea, mediante la seleccion de celulas CD105 y CD271
positivas permitié obtener sub-poblaciones (PRPC y PDLC CD271 /CD105") con caracteristicas de
proliferacion y diferenciacion superiores a las células que no expresaban estos marcadores. Esto las
posiciona como las células a seleccionar en tratamientos medicinales en aplicaciones de ingenieria de

tejidos.

Células gingivales (GC) aisladas basindose en la expresion de CD271'/CDI105", presentan
caracteristicas de diferenciacion y proliferacion inferiores en comparacion a PDLC y PRPC

CD271/CD105".

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 Gnico trabajo

donde se comprueban completamente estos criterios en PRPC humanas.

Las células PRPC-MSC expresaron el mRNA de TGF-3 y FGF2 en todas las condiciones de cultivo

analizadas.

Las células cultivadas en monocapa contienen TGF-B3 intracelularmente y minimamente en forma
extracelular. lo que permitiria concluir que la disponibilidad de TGF-B3 est4 regulada mediante la

activacion de la via de secrecion y no de la transcripcion de TGF-f3.

Cuando las PRPC son cultivadas en cépsulas de alginato o fibrina (3D) sobre secretan TGF-B3 a las 24
horas post-ensamblado en concentraciones de 174 pg/mL pg para 1x10* celulas, significativamente
superior al cultivo en monocapa (54 pg/mL para 1x10* células). lo que permitiria concluir que, en las
condiciones 3D analizadas, las sefiales mecanicas son mds relevantes que la composicion quimica de la
matriz en la induccion de la secrecion de esta citoquina. Aunque la fibrina contribuye mas que el

alginato a los cambios observados (secrecion de TGF-B3, expresion genica y crecimiento celular).
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El cambio en la condicién de cultivo a 3D, produce una modificacién en el estado metabdlico de las
células dada la mayor acumulacion de lactato en el medio cuando las células estdn encapsuladas, en
comparacion a monocapa, lo que se atribuye a un cambio de utilizacion de sustratos para generar

energia (glutamina sobre glucosa)

La acumulacién de glucosa y la concentracion de TGF-B3 en el medio (sefial autocrina), activan en
parte la secrecion de TGF-B3. mientras que la expresion de PDGF esta determinada por la

concentracion de TGF-B3 en el medio.

El cultivo de células PRPC-MSC en matrices 3D generan la expresion de un perfil de factores de
crecimiento (TGF-B3, EGF, FGF2, PDGF) favorable para el proceso de reparacién/regeneracion de

una herida cutanea.

La hipdtesis planteada se verifica, ya que PRPC en matrices tridimensionales secretan mayor cantidad
de TGF-B3. Esto permite proyectar el uso de estas células en ingenieria de tejidos ya sea para
produccion biotecnologica del factor o como células reparadoras, cuyo mecanismo de accién esté
avalado por la capacidad de produccion del factor TGF-B3, segiin 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

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
FDA: Federal drug administration

FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos

GAG: Glicosaminoglicanos

GC: Celulas gingivales

GFAP: Proteina acidica fibrilar glial

hMSC: Células madre mesenquimaticas humana
LAP: Proteina de asociacion latente

LLC: Complejo grande de latencia

MEC: Matriz extracelular

MSC: Célula madre mesenquimaticas

LTBP: proteina de union a TGF-f latente

PBS: Tampon fosfato salino

PC: Células de la pulpa dental

PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDLC: Células del tejido periodontal

PRPC: Células de la papila periapical de la raiz dental
PRPC-MSC: MSC derivadas de la papila periapical de la raiz
RGD: Sitio de reconocimiento Arg-Gly-Asp

SlI: Sistema de implante integrado

TGF-P3: Factor transformante beta 3

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial

3D: tridimensional
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Apéndice I
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Figura suplementaria 1. Resultados preliminares obtenidos mediante el inmuno-ensayo- Dot-blot,
que permitio observar que las células encapsuladas en fibrina y alginato secretaron TGF-B3 al medio.

En contraste esto no se evidencio para el cultivo en monocapa.
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Figura suplementaria 2. Cilculo del rendimiento de glucosa en lactato (Y uceato/giucosa)
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Figura suplementaria 3. Proliferacion de PRPC-MSC en las condiciones de cultivo analizadas.

Los datos se encuentran graficados sin ser relativizados al tiempo inicial.
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Apéndice 11
Cilculo del modulo de Thiele

Para determinar si existen restricciones difusionales de nutrientes (glucosa y oxigeno) al interior de las
matrices, se uso 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 calculo se

realiza mediante las siguientes expresiones.

q=VAC

XAt
(jJ:ng2
9DC

q = Captacion de glucosa/tasa de respiracion [mol/célula/seg™]
X = Concentracion celular [células/cm’]

X" = Promedio entre el numero de células inicial y final

r = Radio de la capsula [cm]

D = Difusibilidad de la glucosa/oxigeno en la matriz [cm*/seg]
C = Concentracion glucosa/oxigeno [mol/cm’

AC = Diferencia entre la concentracion final e inicial

At = Diferencia entre el tiempo final e inicial

V = Volumen medio de cultivo

Tabla suplementaria 1. Calculo del modulo de Thiele determinados a partir de valores
reportados maximos de q (q,,) de oxigeno y glucosa de cultivos primarios y valores
reportados de D para oxigeno y glucosa reportados para las matrices de alginato y
fibrina. La densidad celular, radio de la cdpsula y concentracion de glucosa
corresponden a las utilizadas en este trabajo.
Oxigeno Glucosa
Alginato Fibrina Alginato Fibrina
Qur (mol/cell/s™) 2,0E-16 2,0E-16 3.0E-16 3,0E-16
X (cell/em’) 4,0E+05 4,0E+05 4,0E+05 4,0E+05
r (cm) 1,5E-01 2.3E-01 1,5E-01 2,3E-01
D (cm'/s) 2,1E-05 2,1E-05 6.4E-06 6,4E-06
C (mol/em”) 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 la correspondienteconcentracion celular.

glucosa glucosa células | células/em’ q (mol/cell/s™)
mg/L mol/cm’ 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 8,0E-04
72 9223 5,1E-06 63014 1260274 4.07531E-18 8,5E-04
Alginato | 24 936.1 5,2E-06 24773 1753215 2,763E-18 8,0E-04
48 9347 5,2E-06 52341 3704267 1,55756E-18 9,5E-04
72 917.8 5,1E-06 49106 3475276 1.48706E-18 8,5E-04
SII 24 989.5 5.5E-06 27378 136890 4,01436E-19 1,5E-03
48 929.5 5,2E-06 52015 260074 2,31127E-17 1,7E-01
72 903.6 5,0E-06 65604 328321 2,12514E-17 2,0E-01
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