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RESUMEN

Introducciodn. Los recientes avances en biotecnologia, el estudio de los distintos
biomateriales ha desarrollado un é&rea que se define como ingenieria tisular
entendiendo por tal a la reconstruccion de nuevos tejidos para el reemplazo y la
regeneracion de estructuras destruidas y perdidas. Las matrices extracelulares
descelularizadas (MEC) han sido usadas ampliamente en la ingenieria de tejidos,
pueden derivar de diferentes tejidos entre los que destacan la vejiga porcina.
Independientemente de la aplicacidon clinica del hidrogel de matriz extracelular de
vejiga porcina (MHV), este debe ser extraida acelular y estéril, y ser biocompatible para
poder ser utilizado como material de regeneracion tisular. Objetivo. Evaluar
biocompatibilidad de un hidrogel a base de matriz extracelular de vejiga porcina en
macrofagos y células mesenquimales.

Materiales y Métodos. Se utilizaron cultivos de AD-MSC y Mg Murinos Raw 256.7 de
referencia ATCC, cuando las células alcanzaron un 80% de confluencia estas se
desprendieron de la caja de cultivo mediante un método quimico enzimatico
compuesto de tripsina-EDTA (0.25 %) para la realizacidon de las diferentes pruebas de
biocompatibilidad “in vitro” (LDH y MTT) siguiendo las instrucciones del fabricante
Resultados. En la prueba LDH sobre Mg y AD-MSCs en contacto con el grupo
experimental se registr6 muerte basal similar al DMEM, observando que no existio
dafio en la membrana celular, en la prueba MTT se observé actividad metabdlica
mayor al grupo control en todos los tiempos para ambos linajes celulares.
Conclusiones. Los bioandamios a base de MEC de MHV son biocompatibles en las
pruebas in vitro, lo que los hace aptos para ser utilizados en futuros estudios in vivo en

la regeneracion de tejidos.

Palabras claves: hidrogel, Vejiga porcina, biocompatibilidad, matriz extracelular.
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ABSTRACT

Introduction. Recent advances in biotechnology, knowledge of growth factors and the
study of different biomaterials have developed an area that is defined as tissue
engineering, understood as the reconstruction of new tissues for the replacement and
regeneration of destroyed and lost structures. Decellularized extracellular matrices
have been widely used in tissue engineering, they can be derived from different tissues,
among which the porcine bladder stands out. Regardless of the clinical application of
the porcine bladder extracellular matrix hydrogel, it must be made acellular and sterile.
, display acceptable rates of biocompatibility to be used as tissue regeneration material.
Objective: To evaluate the biocompatibility of a hydrogel based on porcine bladder
extracellular matrix in macrophages and mesenchymal cells.

Materials and Methods. AD-MSC and Mg Murine Raw 256.7 ATCC reference cultures
were used. When the cells reached 80% confluency, they were detached from the
culture dish using an enzymatic chemical method consisting of trypsin-EDTA (0.25%)
to carry out the different "in vitro" biocompatibility tests (LDH and MTT) following the
manufacturer's instructions. Results. In the LDH test on Mg and AD-MSCs in contact
with the experimental group, a death baseline similar to DMEM was recorded,
observing that there was no damage to the cell membrane, in the MTT test, a higher
metabolic activity was observed than the control group at all times for both cell lineages.
Conclusions. MHV MEC-based bioscaffolds are biocompatible on in vitro tests, which

makes them suitable for use on -in vivo studies.

Keywords: hydrogel, Porcine bladder, biocompatibility, extracellular matrix
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1 INTRODUCCION

A lo largo de los afios en medicina, incluyendo la odontologia, se han estudiado los
procesos de regeneracion bioldgica de estructuras que han sido perdidas o dafiadas
por diversos factores, tales como traumas, infecciones, anormalidades congénitas,

enfermedades neoplasicas, entre otras.

Los avances en la regeneracion de los tejidos dafiados se basan en la contribucion de
ciencias como la biologia molecular, biologia celular, biologia del desarrollo,
nanotecnologia, el estudio del genoma humano, el desarrollo de materiales nuevos.
Estas ciencias se han conjuntado en una disciplina denominada Ingenieria de tejidos.
La investigacion en ingeniera tisular comenzo6 aproximadamente en 1987 y ha tenido
un avance espectacular y su utilidad en el campo médico empieza a ser cada vez

mayor.

La ingenieria tisular se basa principalmente en tres componentes fundamentales: 1)

Células, 2) Andamios y 3) Biomoléculas (factores de crecimiento).

Actualmente en la ingenieria tisular existen diversas alternativas de regeneracion que
pueden ser utilizadas y ofrecen resultados muy favorables. Las matrices extracelulares
descelularizadas han sido usadas ampliamente en la ingenieria de tejidos y se han
vuelto muy versatiles ya que pueden ser empleadas en parches, polvos e hidrogeles.
Estos ultimos pueden ser inyectados, lo que provee una forma minimamente invasiva

de tratamiento (2).

Los hidrogeles son un tipo de bioandamio ampliamente utilizado para distintas

aplicaciones biomédicas, ya que presentan unas caracteristicas unicas (3).



Son ampliamente biocompatibles, debido a que son capaces de absorber grandes
cantidades de agua y proporcionan un microambiente acuoso que es similar al de la
matriz extracelular, del mismo modo promueven el crecimiento celular. Son estructuras
porosas permeables que permiten el paso de nutrientes y solutos de bajo peso
molecular, necesarios para la supervivencia y el crecimiento de las células. Estos
deben ser biodegradables y faciles de eliminar asi mismo promover la formacion de

nuevo tejido sano (3).

Los hidrogeles pueden derivar de diferentes tejidos entre los que destacan la vejiga
porcina y el hueso bovino y pueden ser biofuncionalizados, de modo que pueden
contener factores de crecimiento e incluso puede fucionalizarse con células (3,6). Los
hidrogeles de matriz extracelular de vejiga porcina (MHV), se han utilizado con éxito
para la reconstruccion de una gran variedad de tejidos, dentro de los que se incluyen
el tracto urinario inferior, estructuras musculo tendinosas, piel, asi como el eso6fago,

entre otras.

Independientemente de la aplicacion clinica del hidrogel de matriz extracelular de
vejiga porcina, este debe ser hecho de manera acelular y estéril, mostrar tasas
aceptables de biocompatibilidad para poder ser utilizado como material de

regeneracion tisular. (5)

Estudios realizados en el laboratorio de microbiologia molecular de la Facultad de
Ciencias Quimico Biolégicas de la Universidad Autonoma de Sinaloa sobre un hidrogel
de matriz extracelular de vejiga porcina, buscan destacar sus tasas de
biocompatibilidad, con la finalidad de ser utilizado como un material capaz de

regenerar diferentes estructuras de la cavidad oral.



1.1 DEFECTOS TISULARES EN EL AREA ODONTOLOGICA.

La cavidad oral puede ser invadida por una enorme cantidad de microorganismos que
causan la necrosis del tejido pulpar, asi como lesiones periapicales y periodontales

gue ponen en riesgo la salud y permanencia del 6rgano dental en cavidad oral(6).

Por ello, la Odontologia tiene como uno de sus objetivos eliminar la mayor cantidad de
microorganismos presentes en las diferentes patologias que se pudieran presentar.
Sin embargo, en ocasiones estos procedimientos no los eliminan de manera efectiva
todos los microorganismos presentes pudiendo ocurrir diferentes factores que
recaigan en el fracaso del tratamiento produciendo una lesion crénica que llega a

causar la reabsorcion de los tejidos (7).

En los diferentes procedimientos que se realizan para eliminar las patologias presentes
en la cavidad oral, se llega a producir un gran defecto y puede ser necesario utilizar
materiales biologicos para el relleno de la cavidad que favorezcan una rapida

cicatrizacion, asi como reparacion (8).

Una vez que se genera un gran defecto tisular es importante conocer los
procedimientos que favorezcan la formacion de nuevo tejido, para esto existe un area
denominada Ingenieria de tejidos la cual debemos estudiar y comprender en busca del

éxito en nuestros tratamientos.



1.2 INGENIERIA DE TEJIDOS

Los recientes avances en biotecnologia, el conocimiento de los factores de crecimiento
y el estudio de los distintos biomateriales han permitido el desarrollado un area que se
define como ingenieria tisular entendiendo por tal a la reconstruccion de nuevos tejidos

para el reemplazo y la regeneracion de estructuras destruidas y perdidas (9).

En algunos tejidos, como la piel y la sangre, el proceso de regeneracion es muy rapido
y se lleva a cabo diariamente; mientras que, en otros, este proceso es muy lento, como
sucede con las neuronas del cerebro, hueso y cartilago entre otras. Las células
encargadas de llevar a cabo los procesos anteriormente descritos son las células
troncales, es por ello que estas células ocupan un papel trascendente en la ingenieria

de tejidos y se requiere que las conozcamos a profundidad (10).

1.2.1 CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES (MSC)

Las células troncales mesenquimales (MSC, por sus siglas en inglés “Mesenchymal
Stem Cells”), se consideran células troncales somaticas que se pueden encontrar en
distintos tejidos de un organismo adulto y también en fuentes neonatales. Estas
células, originalmente se identificaron en la médula 6sea y poseen un amplio potencial
de diferenciacion, capacidad de soporte hematopoyético y capacidad
inmunoreguladora Haga clic o pulse aqui para escribir texto.. Son células con
capacidad de autorrenovacion, no diferenciadas y son capaces de generar células que
pueden diferenciarse al menos a un linaje particular. Debido a estas propiedades,
existe gran expectativa, sobre su uso futuro en protocolos de terapia de regeneraciéon
de tejidos (11).

Las alternativas de células troncales disponibles son: células troncales embridnicas

(“Embryonic Stem Cells”, ESCs) y células troncales adultas. Aunque el potencial



terapéutico de las ESCs parece enorme debido a su gran capacidad de renovacion y
pluripotencialidad, hay limitaciones practicas y éticas en su utilizacion. A diferencia del
tipo adulto que es posible de obtener de varios tejidos ya desarrollados no posee tales
limitaciones, a este tipo se les denomina células troncales mesenquimales
(“Mesenchymal Stem Cells”, MSCs) (12).

Actualmente es posible obtener células troncales somaticas de varios tejidos y
organos, como la medula ésea, adipocitos, pulpa dental, cordén umbilical y placenta,

por mencionar algunos.

1.2.2 MACROFAGOS

Los macréfagos, clasificados como fagocitos mononucleares debido a su elevada
capacidad de fagocitar y la presencia de un ndcleo en su citoplasma, derivan de
monocitos que han dejado el torrente sanguineo y han entrado en los diferentes tejidos
y se han diferenciado. Una subpoblacion importante de macrofagos desempefia
funciones activas de endocitosis y fagocitosis. Debido a su movilidad y actividad
fagocitica, estos elementos celulares son capaces de actuar como basureros
“scavengers”, que eliminan hematies extravasados, células muertas y sustancias
extrafias presentes en los tejidos. El material ingerido por los macréfagos es destruido

mediante la accién de enzimas lisosomales(13).

De igual manera los macréfagos participan en reacciones inmunolégicas mediante el
procesamiento del antigeno y su presentacion posterior a los linfocitos T efectores. El
antigeno procesado se une a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC por sus siglas en inglés Major Histocompatibility Complex) clase Il, lo que hace
posible que se establezca una interaccidon con receptores especificos presentes en los

linfocitos T efectores(13).



Como respuesta el linfocito T libera citocinas como el IFN-y), el cual es muy importante
para incrementar las capacidades microbicidas del macréfago (14). Una vez activados
por estimulos inflamatorios apropiados, los macrofagos son capaces de producir una
gran variedad de factores solubles, entre ellos interleucina 1, factor de necrosis

tumoral, factores de crecimiento y otras citocinas(13).

Es por esto que los macrofagos son células fundamentales en el sistema inmunolégico
y resulta ser muy importante la interacciébn que éstos puedan llegar a tener con

cualquier material a utilizar en las terapias de regeneracion de tejidos.

1.2.3 BIOCOMPATIBILIDAD

Es la caracteristica esencial que deben poseer los biomateriales para ser empleados
en el campo de biomedicina, para que un biomaterial se considere biocompatible, el
organismo no debe desencadenar una respuesta inmunolégica contra el material,

aceptandolo como propio y restableciendo la funcién previamente perdida(15).

La biocompatibilidad de un material puede ser evaluada mediante ensayos in vitro e in
vivo, estas pruebas miden las consecuencias inducidas por las sustancias secretadas
por los biomateriales. Uno de los pasos recomendados para la evaluacion biolégica de
nuevos biomateriales es evaluar la citotoxicidad y la actividad metabdlica de células in
vitro. Es importante que no se presenten efectos toxicos para el cuerpo y de esta forma
evaluar las respuestas biologicas que podrian causar dafios o efectos secundarios no

deseados al hospedero.



1.2.3.1 ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD

Las pruebas in vitro de biocompatibilidad son muy utiles para caracterizar los efectos
toxicos ocultos de los biomateriales, relacionados con su composicion quimica, peso

molecular, polidispersidad, velocidad de degradacion, entre otros.

Los ensayos de citotoxicidad buscan medir los efectos en las células en las primeras
12 a 24 horas después de la exposicién a sustancias toxicas, sin embargo, algunas
células pueden recuperarse del dafio quimico, esto muchas veces no concuerda con
las reacciones in vivo, es por eso que es preferible realizar pruebas de toxicidad in vitro

ya que los resultados pueden ser mas reproducibles (16).

Es necesario determinar la biocompatibilidad de cualquier biomaterial para evaluar su
fiabilidad clinica. Por lo tanto, continuamente se realizan pruebas preliminares in vitro
para detectar y caracterizar los efectos potencialmente dafinos de un material antes

de ser utilizado en humanos (16).

Existen técnicas de contacto indirecto utilizadas para evaluar biocompatibilidad, las
técnicas de prueba indirecta son importantes para la deteccién de sustancias que

podrian ejercer efectos toxicos sobre las células (15).

La prueba de liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH) es utilizada muy a menudo
como una medida de viabilidad celular, debido a que un dafio a la membrana de las

células da como resultado la liberacion de la enzima.

Los métodos basados en formazan suelen ser los mas usados para evaluar la
viabilidad y crecimiento de células, e incluyen ensayos colorimétricos MTT, MTS, XTT,

INT y WST-1 que miden la actividad mitocondrial en células viables (17).



1.3 BIOMATERIALES

Un biomaterial en la ingenieria de tejidos debe cumplir con los criterios generales de
disefio para el desarrollo de la mayoria de los andamios biocompatibles; debe ser
biocompatible, no citotdxico y no inmunogénico para evitar cualquier efecto adverso
sobre las células residuales y reclutadas asi como en el tejido vecino, la quimica de

los materiales debe adaptarse para apoyar la adhesion y proliferacion celular (3).

El reto particular en el disefio de andamios incluye el mantenimiento de la estabilidad
mecanica adecuada que deberia ser igual a la del tejido circundante cuando se coloca,
mientras que posee una alta cantidad de poros para permitir el posicionamiento de las
células y el crecimiento interno (18). Ademas, el biomaterial debe degradarse a un
ritmo que minimice la interferencia con el desarrollo normal del tejido y los eventos de
curacién, mientras mantiene la integridad mecéanica durante periodos de tiempo que
varian de pocas semanas a varios meses (19), todas estas caracteristicas son

necesarias en el analisis y eleccion de los materiales a utilizar.

Los biomateriales mas utilizados en la terapia de regeneracion tisular se describen los
de injerto o relleno, los cuales son productos biolégicos que rellenan los defectos
tisulares. También se cuenta con materiales de aislamiento o barrera que son
biomateriales naturales o sintéticos que actian evitando que ciertos tipos celulares
invadan un espacio concreto permitiendo asi la proliferacion de grupos celulares

especificos (20).



1.3.1 MATERIALES BIOLOGICOS DE RELLENO

1.3.2 INJERTOS
El injerto de tejido ideal deberia tener las propiedades de ser biocompatible y
proporcionar estabilidad biomecéanica (21).
Entre las diferentes opciones se enlistan las siguientes:
e Injertos autdlogos o autégenos: Tejido obtenido del propio paciente (21).
¢ Injertos homologos, alogénicos o aloinjertos: Proceden de individuos de la
misma especie; pero genéticamente diferentes (22).
¢ Injertos heterélogos o xenoinjertos: De origen natural, provienen de otra especie
(animales) (23).
e Injertos aloplasticos o sintéticos: Provenientes de materiales fabricados

sintéticamente (22).

El trasplante autélogo se considera el procedimiento estdndar de oro debido a su
inmunocompatibilidad, aunque persisten varias limitaciones, como el requisito de una
cirugia secundaria, la posible morbilidad y la cantidad limitada de tejido donante (21).
El aloinjerto o xenoinjerto, el trasplante del tejido obtenido de donantes humanos u
otras especies, respectivamente, son tratamientos opcionales, pero cada proceso
tiene los problemas inherentes a la posible transmision de patégenos de donantes,

respuestas inmunogénicas y altos riesgos de infeccion (22).

El costo de injertos es relativamente alto y puede no estar al alcance de todos los
pacientes por lo que actualmente se investigan nuevos biomateriales que permitan
manejar costos mas accesibles y resultados regenerativos excelentes (24). Ademas,
los nuevos biomateriales podrian cumplir los enfoques de ingenieria de tejidos que
surgieron como un posible proceso terapéutico alternativo para tratar a pacientes con

técnicas minimamente invasivas (4).
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1.3.3 MATRIZ EXTRACELULAR

La matriz extracelular es el componente no celular del tejido que proporciona el soporte
estructural y las sefiales bioquimicas para determinar el destino de una célula. La
matriz extracelular (MEC) es un material natural que abarca tanto el microambiente
celular y factores bioquimicos para las células. Cada tipo de tejido tiene una estructura
y composicion de MEC especializada que modula las respuestas celulares y beneficia

la supervivencia de las células dentro de ese tejido (26).

La MEC est4 compuesto por dos componentes principales, colageno y proteoglicanos,
gue son secretados por células y ensamblados de una manera especifica para los
tipos de tejidos individuales. Contiene un reservorio de factores de crecimiento y
citocinas; estos envian sefiales que regulan la proliferacién y migracién celular, asi
como modulan la diferenciacion y la expresion fenotipica de la célula. Debido a su
similitud compositiva inherente y sus capacidades moduladoras para apoyar el
crecimiento y la diferenciacion de tejidos, el uso de MEC especificos de tejidos para la
regeneracion de tejidos ha ganado popularidad, incluso en las areas de ingenieria de

huesos y cartilagos (25).

Para aprovechar los efectos influyentes de las sefiales de MEC en el comportamiento
de las células madre (MSC), los biomateriales estan disefiados para recrear aspectos

clave de los entornos de MEC.

Con el fin de desarrollar un entorno similar a MEC se ha desarrollado una gama de
sistemas biomateriales para este objetivo, incluidos sustratos de vidrio estampados,
peliculas elastoméricas, ceramica de hidroxiapatita y espumas fibrilares. Sin embargo,
los hidrogeles (redes de polimeros hinchados por el agua) se han convertido en la

opcion mas prometedora para el cultivo celular (26).
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1.3.4 HIDROGELES

El término hidrogel se utiliza para denominar a un tipo de material de base polimérica
caracterizado por su extraordinaria capacidad para absorber agua y diferentes fluidos.
La hidrofilia de estos geles es debido a grupos como: -OH, -COOH, -CONH2, y -SO3H.
Esta propiedad de absorber agua les convierte en materiales de enorme interés, sobre
todo en la medicina como sistemas de liberacion controlada y/o sostenida de principios
activos, dispositivos para diagndstico, substrato para el cultivo de células, geles para
electroforesis, desintoxicantes sanguineos, membranas para hemodidlisis, sistemas
terapéuticos biodegradables, lentes de contacto e implantes. Estos hidrogeles se
obtienen mediante polimerizacion y entrecruzamiento simultaneo de uno o varios

monomeros mono o polifuncionales (27).

Se deben conocer los diferentes tipos de hidrogeles que existen a nuestro alcance o
gue se pueden fabricar para tener la capacidad de elegir el adecuado para el estudio
a realizar, en la revision realizada es posible encontrar la clasificaciéon de los mas

representativos para el cultivo celular con algunas de sus caracteristicas (28).
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Tabla 1 Clasificacion de hidrogeles representativos para el cultivo celular y sus

caracteristicas.

Material

Proveedores de

ejemplo
1. MATERIALES NATURALES

Caracteristicas materiales notable

Colageno BD BioSciences, | -Se obtiene del tenddn de la cola de rata o de la piel y el tendén

Advanced BioMatrix | de los bovinos.

(PureCol, FibriCol), | -Se adquiere en forma de pepsina o solubilizada en acido y se

Vitrogen, Flexcell | almacena a pH y temperatura bajos.

(Thermacol, -Enzimaticamente degradable.

Collagel) -Presenta propiedades estructurales y mecanicas que
recuerdan a los tejidos nativos. Presenta ligandos de adhesion
celular nativa.

Fibrina Baxter (Tisseel, | -Tipicamente procedente de plasma humano

Artiss), Johnson & | -Enzimaticamente degradable

Johnson (Evicel), | -Proporciona un buen sustrato para estudiar los fenémenos de

Sigma curacion de heridas. in vitro Utilidad de limite de mecanica baja

Alginato NovaMatrix-3D, -Derivado de algas pardas
PRONOVA (FMC | -Debe modificarse con ligandos adhesivos para la union
BioPolymer) celular.

-La reticulacién iénica con cationes divalentes permite una facil

encapsulacion y recuperacion celular. La reticulacion

covalente adicional a menudo es necesaria para la resistencia.

2. MATERIALES SINTETICOS

(PEG)

Sigma, Cellendes (3-
D Life Dextran-PEG
o PVAPEG), BioTime
Inc. (PEGgel)

Poliacrilamida | Sigma -Amplia gama de ajuste de la mecanica del sustrato. -

(PA) Probablemente el material mas estandarizado en cuanto a
protocolos para hacer hidrogeles y usar para cultivo
-Adecuado solo para cultivo celular 2D

Polietilenglicol | QGel Inc. (QGel), | -El material sintético 'pizarra en blanco' permite una gran

cantidad de modificaciones para el usuario.

-Versiones premodificadas y diversos pesos moleculares estan
facilmente disponibles.

-Puede ser disefiado para presentar diferentes ligandos
adhesivos y degradarse a través de modos pasivos,
proteoliticos o dirigidos por el usuario.

3. MATERIALES HIBRIDOS

Acido
hialurénico
(HA)

Lifecore (Corgel
BioHydrogel),
BioTime Inc.

-Se produce a través de la fermentacién bacteriana, pero
también puede obtenerse de productos animales.
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(HyStem), BRTI Life

-La gran variedad y el alto grado de modificacion quimica

Sciences (Cell- | potencial permite una considerable capacidad de
Mate3D) sintonizacion. Interactta con los receptores celulares, pero
debe modificarse con ligandos adhesivos para permitir la unién
celular.
Polipéptidos Corning -Tipicamente formado por autoensamblaje

(PuraMatrix), PepGel
LLC (PGmatrix),
Sigma (HydroMatrix)

-Util en aplicaciones de tejidos blandos y en combinacion con
otros materiales
-La ingenieria de proteinas permite una gran flexibilidad de

disefio

(29)
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Se deben considerar muchos factores al seleccionar un hidrogel; Lo mas importante
para el biélogo tipico es la adhesividad a las células, la estabilidad en el cultivo y las

propiedades biofisicas como el médulo elastico de hidrogel (29).

Ademas de la seleccion de hidrogel, es importante identificar si es mas apropiado
cultivar células en 2D (encima de una pelicula de hidrogel) o en 3D (encapsulado
dentro de un hidrogel). En general, las celdas estan menos restringidas en 2D que en
entornos de hidrogel 3D. El cultivo de células en peliculas de hidrogel 2D tiene algunas
de las mismas desventajas que los métodos convencionales, pero permite el control
definido por el usuario de la rigidez del sustrato y la presentacion del ligando adhesivo
(26).

Los hidrogeles 3D pueden modelar con mayor precisién la arquitectura de algunos
tejidos y presentar medios que conducen a respuestas celulares mas realistas,

especialmente en el contexto de entornos fisiopatologicos (Figura 1) (30).
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A)

Caracteristicas:

e Forma de células aplanadas.

e Distribucién anormal de complejos de
ligando
de adhesion integrina.

e Rigidez superfisiologica

e Polaridad forzada

B)

Caracteristicas:

Ligandos de adhesion: péptidos (RGD),
proteinas (colageno, fibronectina,
laminina.

Modos de degradacion

Presentan a las células un
microambiente mas realista.

Figura 1. Caracteristicas de los cultivos celulares 2D (A) y 3D (B)

Caracteristicas que poseen las células al posicionarse sobre los diferentes tipos de

hidrogeles.
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Los hidrogeles son biomateriales que pueden exponer a las células madre a una
variedad de entornos, y son biomateriales adecuados para investigar los efectos de
multiples componentes de MEC en la formacion de tejido 6seo y cartilaginoso dado
gue imitan elementos sobresalientes de las matrices extracelulares nativas (MEC),
tienen una mecéanica similar a la de muchos tejidos blandos y pueden soportar la

adhesion celular y el secuestro de proteinas (26).

Los hidrogeles pueden derivar de diferentes tejidos entre los que destacan la vejiga
porcina y el hueso bovino y pueden ser biofuncionalizados, de modo que pueden

contener factores de crecimiento e incluso puede fucionalizarse con células (25).

Sin duda alguna los hidrogeles son una excelente opcién para el cultivo celular,
podrian ser el biomaterial mas viable para regeneracion de tejidos por sus mdultiples
caracteristicas benéficas.

Aungque hace varios afios que se investigan, definitivamente hay mucho mas por

estudiar.
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2 ANTECEDENTES

Los biomateriales han sido estudiados desde el siglo XIX, viendo como las células
interactuan y se unen a los materiales, estos biomateriales tienen influencia en la
expresion génica, el destino celular, la migracion, el anclaje, la proliferacién, la
diferenciacion y la activacion celular. Los biomateriales son “interrogados” por células
del sistema inmunoldgico como son neutrofilos y macrofagos poco después de su
implantacion es por eso que se debe observar el impacto que estos biomateriales
tendran al contacto con las células de manera in vitro, para asi determinar su uso de

manera in vivo (32).

La matriz extracelular (MEC) ha sido utilizada en la ingenieria de tejidos por afios,

derivandose ésta de numerosas fuentes de tejidos y en diferentes presentaciones.

Los hidrogeles de MEC han sido utilizados en tratamiento de enfermedades, como
lesiones isquémicas, regeneracién o remplazo de 6rganos y estructuras, pero para la
utilizacién de estos hidrogeles es importante una investigacién de biocompatibilidad in
vitro antes de ser utilizadas de manera in vivo. La (MHV) es un bioandamio que ha
sido utilizado en la reconstruccion de la vejiga humana, el tracto urinario inferior, asi

como estructuras musculo tendinosas, eséfago, etc.

Estudios de biocompatibilidad en MHV para reconstruccion de tejidos, sefialan no
inducir rechazo inmunolégico, asi como proporcionar un buen soporte para su

utilizacion en regeneracion (32).

Brown et al. (33).; realizaron un estudio in vivo comparando MEC de vejiga urinaria,
intestino e higado sobre el crecimiento de varias lineas células, los resultados
mostraron que el sistema inmunitario del hospedero recibe sefiales adaptativas de
MEC de vejiga que proporcionaba patrones de crecimiento celular, apoyando el

crecimiento de nuevos vasos sanguineos Y facilitando la proliferacién de células.
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Bolland et al. (34).; Realizaron un estudio en donde se produjo una MEC de vejiga
porcina, se descelularizaron vejigas de espesor total y se realizaron analisis
histoldgicos, asi como biocompatibilidad MTT con medios condicionados y células de
musculo liso porcino, mostrando que las células PSM, pudieron crecer tanto en el
control como en el medio condicionado, proporcionando evidencia que la matriz
descelularizada no era citotdxica. Lo que sugiera que la matriz extracelular de vejiga

porcina tiene potencial para su uso en urologia y aplicaciones de ingenieria de tejidos.

Liu et at. (35).; Realizaron un estudio en el que se propuso modificar un material
quirdrgico vaginal de polipropileno fucionalizandolo con MHV para mejorar la
biocompatibilidad, éste se evaludé en 48 ratas, las cuales se sometieron a cirugia
vaginal con la implantacion de diferentes materiales MHV (U), MHV+ Polipropileno
(UP) y polipropileno (P), a 7, 14, 21 y 28 dias, la reaccion de inflamacion fue mayor en
el grupo (P), pero fue menor en los Grupos (U) y (UP), asi como lo indican la presencia
reducida de células CD4 y CD8, concluyendo que la (MHV) , permitia el aislamiento
mecanico de polipropileno y reducia su respuesta inmunoldgica, sugiriendo que la
MHV+polipropileno como un andamio en la ingenieria de tejidos puede ser un material

prometedor para el uso clinico en cirugia de reconstruccién pélvica.

Liu et at. (36).; Compararon las propiedades biolégicas de la MEC derivada de
diferentes fuentes de tejido de cerdos Bama miniatura, se realizaron ensayos
histologicos, capacidad de absorcibn de agua, capacidad de biodegradacion,
propiedades mecanicas, actividad antimicrobiana y biocompatibilidad in vitro.

Las pruebas de biocompatibilidad in vitro se realizaron mediante el ensayo de MTT,
este lo realizaron con medios condicionados de MEC de submucosa intestinal (SIS),
MEC de vejiga urinaria (MHV), MEC dérmica acelular (ADM), MEC derivada de
colecisto (CEM), MEC de pericardio acelular. La evaluacion se realizo a los 2, 4, 6,y
8 dias, dando como resultado que la (MHV) presentaba la mejor biocompatibilidad in

vitro en comparaciéon a las demas MEC (36).
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3 JUSTIFICACION

La pérdida de tejidos afectados por las diferentes lesiones traumaticas, infecciosas o
patologias en la cavidad oral ha llevado a un gran avance en el campo de la ingenieria
tisular, esto buscando restaurar el tejido perdido por las enfermedades capaces de
destruir los tejidos de la cavidad oral, se han buscado el uso de nuevos biomateriales

como el uso de matriz extracelular de vejiga de porcina.

Para que estos biomateriales sean considerados en las terapias de regeneracion de
tejidos la caracteristica mas importante que deben poseer es la biocompatibilidad, ya
gue se busca sean aceptados por el organismo como propios, asi mismo no generar
una respuesta inmunologica. Es por eso que es importante investigar la
biocompatibilidad de un biomaterial de manera in vitro sobre 2 células importantes
como lo son las células troncales mesenquimales, cruciales en los procesos de

regeneracion y los macrofagos, una célula fundamental del sistema inmunoldégico.

El costo de injertos es relativamente alto y puede no estar al alcance de todos los
pacientes por lo que actualmente se requiere indagar en nuevos materiales
biocompatibles que permitan manejar costos mas accesibles, resultados regenerativos

excelentes y minimamente invasivos.

Actualmente existen hidrogeles a partir de matriz extracelular de vejiga porcina que
son una opcion viable de regeneracion, pero con pocos afios de estudio, por ello
creemos importante el realizar esta investigacion.

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado una nueva MEC de vejiga porcina, sin
embargo, para considerar su uso en pacientes es necesario evaluar primeramente su

biocompatibilidad de manera in vitro.
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4 HIPOTESIS

El hidrogel de Matriz Extracelular de Vejiga porcina es biocompatible con células

mesenquimales y macrofagos.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar biocompatibilidad de un hidrogel a base de matriz extracelular de vejiga

porcina en macréfagos y células mesenquimales.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Cultivar macréfagos y células mesenquimales para realizar los ensayos de

biocompatibilidad.

e Realizar pruebas de citotoxicidad (LDH) y actividad metabdlica (MTT) del
hidrogel de vejiga porcina sobre las lineas celulares.

e Evaluar la muerte celular y proliferaciéon de los grupos de estudio.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 LUGAR DE OBTENCION DE LA MUESTRA
Las muestras se obtuvieron del laboratorio de microbiologia molecular de la Facultad
de Ciencias Quimicas Biologicas de la Universidad Autbnoma de Sinaloa.

6.2 TIPO DE ESTUDIO

In vitro, experimental, transversal, prospectivo.

6.3 MUESTRA

Hidrogel de matriz extracelular de vejiga porcina.
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7 METODOLOGIA

7.1.1 OBTENCION Y PREPARACION DE LAS CELULAS AD-MSCS Y MO
MURINOS RAW 256.7

Se utilizaron cultivos de AD-MSC y Mo Murinos Raw 256.7 de referencia ATCC, que
se encontraban almacenadas en termos con nitrdgeno liquido del laboratorio de
Microbiologia Molecular de la Universidad Autbnoma de Sinaloa (Culiacan, Sinaloa,
México). Un criovial fue descongelado a 37 °C, utilizando un bafio Maria. Para la
expansion celular, las células se cultivaron con medio DMEM suplementado con 10%
de suero bovino fetal y 1% de antibi6tico penicilina estreptomicina a 37°C con una
atmosfera de 5% de CO2 y 95 % de humedad, cuando las células alcanzaron un 80%
de confluencia estas se desprendieron de la caja de cultivo mediante un método
guimico enzimatico compuesto de tripsina-EDTA (0.25 %) para la realizacion de las
diferentes pruebas de biocompatibilidad “in vitro”. Se llevo a cabo la determinacién de
la viabilidad y concentracion celular a través de una tincion de exclusion de vitalidad

con azul de tripano (0.4%) y con la camara de Neubauer, respectivamente.

7.1.2 PREPARACION DE LOS MEDIOS CONDICIONADOS

Para las pruebas biocompatibilidad celular “in vitro” se prepararon medios
condicionados de los hidrogeles de MEC. En un microtubo de 1.5 mL se colocaron
perlas de vidrio de 0.05 mm hasta los 2 mL. Luego se colocd 1 mL de hidrogel a una
concentracion de 20 mg/ml agregando 9 ml de medio de cultivo DMEM suplementado
(10% de suero bovino fetal y 1% de antibidtico penicilina-estreptomicina). Los
microtubos se llevaron al disruptor de tejidos durante 1 minuto a velocidad maxima y
se incubaron a 37° C en agitacion constante durante 24 horas. Finalmente, los medios
de cultivo se centrifugaron a 13,000 rpm y se recuperaron los sobrenadantes con una
jeringa estéril para ser filtrados en una unidad de filtracion con un tamafio de poro de
0.22 um.
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7.1.3 ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD Y PROLIFERACION CELULAR.

Para los ensayos de citotoxicidad celular (LDH) y proliferaciéon celular (MTT), se
emplearon cajas de cultivo de 96 pozos. Se sembraron 7,500 células/pozo para la
prueba de MTT y 15,000 células/pozo para la prueba de LDH de cada una de las 2
lineas celulares. Previo a las pruebas se permitié la adherencia y establecimiento
celular durante 24 horas con medio estandar. Posteriormente, se removio el medio de
cultivo y se colocaron 200 pl de los medios condicionados o medio DMEM como
control. Tras el contacto a los extractos de las células, se llevaron a cabo los

procedimientos para la evaluacion.

Se empleo un método espectrofotométrico basado en la absorbancia derivada de la
formacién de un cromoforo a partir de la degradaciéon enzimética de sales de tetrazolio
con un lector de placas. Se empleo una longitud de onda de 570 nm para el Kit CellTiter
96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTT) y 490 nm para el Kit CellTiter 96
Non-Radioactive Cell Cytotoxicity Assay (LDH) ambos de Promega, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para los ensayos de proliferacién los tiempos de
evaluacion fueron de 24, 48 y 72 h, mientras que para los ensayos de citotoxicidad se

evaluo a las 24 h de exposicion a los extractos.

7.1.4 ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados de las variables cuantitativas se representaran como promedio * su
desviacién estandar (DS). Los datos cualitativos se expresaran como porcentajes * su
DS. Para todos los analisis se utilizé el programa IBM SPSS v20.0 (SPSSinc, IL, USA),
los resultados se evaluaran mediante un analisis de varianzas (ANOVA) con un

intervalo de confianza del 95%.
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7.2 LUGAR DE REALIZACION

Laboratorio de Microbiologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas Bioldgicas

de la Universidad Autbnoma de Sinaloa.
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8 RESULTADOS

8.1 RESULTADOS DE LA PRUEBA DE CITOTOXICIDAD (LDH)

La determinacion de citotoxicidad se realiz6 mediante la prueba de LDH, en este
ensayo se llevo a cabo la medicion de la liberacion de la enzima lactato
deshidrogenasa del citosol de las células que existe cuando estas son lisadas a las 24
H. Al finalizar la prueba LDH se observo un cambio colorimétrico cuyas diferencias se
evaluaron a través del registro de las absorbancias.

A las 24 horas de exposicion de los Mg a los extractos de MHV, mostro liberacion de
LDH similar a grupo control (DMEM), sin diferencias estadisticamente significativa,
solamente al hacer el andlisis de control de muerte maxima encontraron diferencias

estadisticas (figura 2).
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Figura 2. Absorbancias de los ensayos de LDH con M@. Se observaron

diferencias estadisticamente significativas del

comparacion con los demas grupos. *P<0.05

grupo de muerte maxima en
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En la prueba LDH sobre AD-MSCs en contacto con el grupo experimental se registré
muerte basal similar al DMEM (Figura 3), observando que no existio dafio en la
membrana celular, en comparacion con el grupo de muerte maxima donde existié

diferencia significativa.

LDH Mesenquimales

1.600
1.400
1.200
1.000

0.800

ABSORBANCIA

0.600 I
0.400

0.200

0.000
MHV DMEM Maxima

Figura 3. Absorbancias de los ensayos de LDH con AD-MSCs Diferencias
estadisticamente significativas del grupo de muerte maxima en comparacion con los

demas grupos. *P<0.05.
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Esto nos sefiala que los hidrogeles de MHV no tienen efecto citotoxico sobre las 2
lineas celulares Se registr6 una muerte basal normal con el hidrogel de vejiga en

comparacion con DMEM tras la exposicion de AD-MSCs y Mg.

8.2 RESULTADOS DE LA PRUEBA DE ACTIVIDAD METABOLICA (MTT)

Se evaluaron los efectos de los hidrogeles de MEC sobre dos lineas celulares con
prueba MTT a 24, 48 y 72 h. Las células se observaron en un microscopio con
contraste de fases con un objetivo de 40X observando produccion de formazan.

Alas 24y 48 h los Mg Raw/264.7 en contacto con los extractos de MHV, presentaron
mayores tasas de actividad metabdlica comparado con el grupo DMEM. Sin embargo,
alas 72 h los Mg Raw/264.7 del grupo DMEM aumentaron exponencialmente su tasa
de actividad metabdlica por encima del grupo experimental. (Figura 4)
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Figura 4. Absorbancias de los ensayos de MTT con Mg *P<0.05.

estadisticamente significativa después de 72 H.
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En la linea celular AD-MSCs (Figura 5) expuesto a los extractos de MEC se registraron
mayores tasas de actividad metabdlica en comparacion con el grupo control en cada

uno de los tres tiempos de evaluacion.

ACTIVIDAD METABOLICA

0.300
0.250

0.200

0.150
0.100
0.050 I
0.000

24 Hrs 48 Hrs 72 Hrs

ABSORBANCIA

HMHV ®DMEM

Figura 5. Absorbancias de los hidrogeles de MTT con AD-MSCs a 24,48y 72 H.
*P<0.05 Diferencia estadisticamente significativa de actividad metabdlica de AD-

MSCs sobre grupo control.
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Los ensayos de biocompatibilidad indican que los extractos de MEC no afectan
funciones bésicas para la sobrevivencia como lo son la adherencia, migracion y

proliferacion celular.

8.3 EVALUACION DE MORFOLOGIA CELULAR

8.3.1 MACROFAGOS

En las microfotografias en campo claro a 40X se evalu6 la morfologia celular en
contacto con hidrogeles de MEC de vejiga porcina, asi como del grupo control a 24,48
y 72hrs. Se observé adhesion celular a la placa de cultivo y morfologia celular tipica
sin activacion, ya que no se observaron nudcleos celulares de gran tamafio, asi como
extensiones citoplasmaticas En los grupos se desarrollaron conglomerados celulares

permitiendo interaccion célula-célula y establecimiento de colonias (Figura 6).
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MHV

DMEM

Figura 6. Microfotografia a 40X de Macrofagos ensayo MTT a 24,48y 72 H
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8.3.2 CELULAS MESENQUIMALES DE TEJIDO ADIPOSO.

La morfologia celular de la estructura de las AD-MSCs no se vio afectada en los 3
tiempos del ensayo, presentdndose una morfologia tipica tipo fibroblastoide. Las
células se encontraban adheridas al plastico, esto se pudo inferir ya que se mostraban
de forma larga y aplatana. No se observd activacion celular ya que estas no
presentaban vesiculas citoplasmaticas. Con esto se puede inferir que la MEC de vejiga
porcina no afecta la morfologia de estas células asi mismo no induce una activacion
de estas ya que al ser comparadas al grupo de investigacion de control, la morfologia

celular era similar.
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Figura 7. Microfotografia a 40X de Células Mesenquimales de tejido adiposo
en ensayo MTT a 24,48y 72 H.
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9 DISCUSION

La comparacion de los resultados con la evidencia disponible se dificulta por la gran
cantidad de sistemas experimentales in vitro utilizados. Las variaciones en los modos
de cultivar las células, bien sea cultivo con los extractos de los materiales o en contacto

directo con el hidrogel.

En estudio similar Linero et al. (37); comprobd que los hidrogeles de plasma sanguineo
sobre (AD-MSCs) estas son capaces de proliferar y presentar baja citotoxicidad a las
24,48 y 72 horas. indicando que los hidrogeles proporcionan un microambiente

adecuado para las células al igual que el hidrogel de nuestro estudio.

Rosario et al. (32); Evaluaron la biocompatibilidad de una (MHV) mediante ensayo MTT
sobre células estromales, mostrando buena actividad metabdlica a 24, 48, 72 y 96

horas, en el cual coincide en los resultados obtenidos en nuestro estudio.

Alvarez-Barreto et al. (38); Realizaron un estudio para ver la proliferacion de MSC
sobre un hidrogel de quitosano y nanoparticulas de hidroxiapatita, demostrando que
las MSC son capaces de proliferar en periodos de hasta 16 dias, similares a los
resultados obtenidos en nuestro estudio, donde en un periodo de 24,48 y 72 horas se

mantuvo la constante de mayor proliferacién a mayor tiempo de estudio.

Sawkins et al. (39); Evaluaron la capacidad de proliferacion de células de la calota de
rata, sobre un hidrogel de matriz 6sea bovina, mostrando un aumento de osteoblastos.
Resultados similares obtenidos en nuestro estudio al evaluar MHV sobre células

mesenquimales.
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Reing et al. (40); En su estudio sobre hidrogel de MEC de vejiga urinaria porcina,
degrado enzimaticamente con pepsina y papaina para determinar las propiedades
quimio atrayentes de migracion sobre MSCs y células endoteliales, mostrando como
resultado actividades quimiotacticas y mitogénicas para las células, inhibiendo tanto la
guimiotaxis como la proliferacién. A diferencia de nuestro estudio donde se obtuvieron

tasas positivas de reclutamiento celular tanto de MSC como macréfagos.

Bulman et al. (41); Utilizando un hidrogel de pulpano evalud la proliferacion, actividad
metabdlica, diferenciacion de MSCs, por tres hasta siete dias, mostrando que se
mantenian. Al igual que en nuestro estudio se evaluo la proliferaciéon de MSCs sobre

hidrogeles de MHV manteniendo la proliferacién por 24,48 y 72 horas.
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10 CONCLUSIONES

De acuerdo con nuestro estudio el hidrogel de matriz extracelular de vejiga porcina
presentd buena biocompatibilidad sobre células mesenquimales y macrofagos, las
cuales son importantes en la respuesta del sistema inmunolégico y regeneracion
tisular, obteniendo baja citotoxicidad y manteniendo buena actividad metabdlica, estas
caracteristicas son fundamentales para la utilizacién de este hidrogel en la terapia de

regeneracion de tejidos.

Es de vital importancia que las células conserven su capacidad de proliferacion y
diferenciacion en el momento de posicionarse sobre los bioandamios, lo que nos
sugiere MHV podria ser un buen bioandamio en la terapia de regeneracién de tejidos.
Sin embargo, se requiere de estudios adicionales in vivo para corroborar esta

conclusion.
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12 ANEXOS

12.1 PROCEDIMIENTO ENSAYO MTT

1. Las células AD-MSCs y Mo obtenidos se desprenderan de la caja de cultivo

agregando 500 pl de tripsina-EDTA 0.25% e incubando 5 minutos a 37 °C.

2. Se colocaré la suspension celular en un tubo falcon de 15 ml y se centrifugara
a 1500 rpm durante 5 minutos.

3. Se decantara el sobrenadante y el pellet celular se resuspendera en 1 ml de
medio de cultivo para determinar la concentracion y viabilidad celular en camara
de Neubauer mediante la tincién con azul de tripano.

4. Se sembraran en una caja de 96 pozos 2,000 células en 200 ul de medio
condicionado y se incubaran a 37 °C.

5. Terminada la incubacién se retirara 100 pl de medio de cultivo y se afiadiran 15
ul de solucién de tincién.

6. Se incubara durante 4 horas a 37°C, se afiadiran 100 pl de solucion de paro y
se incubara a 4 °C durante 1 hora.

7. Por ultimo, se realizard la lectura en un lector de placas a 570 nm.
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12.2 PROCEDIMIENTO LDH

1. Las células AD-MSCs y Mo obtenidos se desprenderan de la caja de cultivo
agregando 500 pl de tripsina-EDTA 0.25% e incubando 5 minutos a 37 °C.

2. Se colocara la suspension celular en un tubo falcon de 15 ml y se centrifugara
a 1500 rpm durante 5 minutos.

3. Se decantara el sobrenadante y el pellet celular se resuspendera en 1 ml de
medio de cultivo para determinar la concentracion y viabilidad celular en camara
de Neubauer mediante la tincion con azul de tripano.

4. Se sembraran en una caja de 96 pozos 2,000 células en 200 pl de medio de
cultivo condicionado y se incubaran 2 horas a 37 °C Después de la incubacion
se agregaran las diversas concentraciones de los materiales a evaluar y se
incubaran horas a 37 °C.

5. Terminada la incubacion se retirara el medio de cultivo y se lavara con PBS 1x,
se transferiran 50 pl de los sobrenadantes a un pozo nuevo y 50 pl del mix de
substrato LDH-solucion de tincidn-cofactor y se incubard a temperatura
ambiente durante 30 minutos protegida de la luz en aluminio

6. Lareaccion se detendra con 10 pl de HCI 1 N.
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