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INTRODUCCION

El ser humano esta constantemente expuesto a agresiones que inducen
el dafio y/o muerte celular que involucran la destruccion tisular, frente a esto el
organismo posee diferentes formas de reparar una lesion y asi permitir la
preservacion de la vida, conservando la integridad anatomica y la eficiencia

funcional del 6rgano o de la estructura dafiada.

Dependiendo del érgano afectado y del tipo de lesion, el cuerpo humano
responde mediante dos mecanismos mayores: la regeneracion tisular que
corresponde a la restitucion de los tejidos dafiados o perdidos ad integrum, y la
reparacion tisular que corresponde a la cicatrizacion de los tejidos a través del
reemplazo del tejido por otro que no restaura totalmente la arquitectura ni la

funcién del tejido original®?.

Para que esto ocurra los tejidos requieren
fundamentalmente de un adecuado nivel de sefiales moleculares, una cantidad
de células progenitoras que respondan a sefiales especificas, una apropiada

matriz de andamiaje y un correcto aporte sanguineo®* (Esquema 1).

Esquema 1: Requisitos para lograr regeneracion tisular mediante ingenieria tisular
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Actualmente, mediante el desarrollo de la ingenieria tisular, se
persigue disminuir los inconvenientes y limitaciones asociados al uso de
injertos autdgenos. La ingenieria tisular ha centrado su investigaciéon en el
desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas previsibles como lo son distintos
biomateriales de origen al6égeno, xenogénico o sintéticos que estimulen la
regeneracion y/o la reparacion tisular utilizadas como injerto, denominadas

matrices®®.

Una matriz con propiedades éptimas deberia imitar las caracteristicas de
la matriz extracelular, es decir, constituir un anadamiaje tridimensional, que
permita que las células viables puedan proliferar sin diseminarse hacia otros
sitios y lograr asi la regeneracion de los tejidos®. Idealmente, las matrices
deberia ser reabsorbibles, pero permanecer integras el tiempo requerido para
promover la colonizacién y proliferacion celular asi como también adecuadas
propiedades mecanicas que otorguen resistencia sin perder su forma y no
generar reaccion inflamatoria ni alérgicas en el hospedero receptor con el fin de

permitir la migracion celular, angiogénesis y regeneracion tisular’.

Las matrices utilizadas en la actualidad pueden ser de origen alogénicas,
como son la matriz dérmica acelular y las matrices derivadas de membrana
amnidtica; otras matrices derivadas de cultivos de fibroblastos en forma de
monocapa celular o de componentes proteicos y/o componentes de la matriz
extracelular como: colageno, fibrina o acido hialurénico. Otra opcién son las
matrices desarrolladas en forma sintética como: gelatina, polimeros y matrices

hibridas, que son combinaciones de productos naturales con sintéticas®®%*.



Las matrices se utilizan en el tratamiento de perdida de substancia en
la piel producidas por traumatismos 0 quemaduras y también en
procedimientos regenerativos del tejido 6seo a nivel del periodonto, rebordes
0seos atroficos, terapias de cubrimiento radicular y ganancia de encia
queratinizada. Su finalidad es acelerar y optimizar la epitelizacion de las
lesiones y con este objetivo se han desarrollado protocolos de investigacion
que introducen cultivos celulares de queratinocitos o fibroblastos sembrados
sobre matrices, permitiendo la obtencidon de substitutos de piel utiles en la
reparacion y disminucion de la contraccion de la lesidbn, mejorando el

prondstico del tratamiento en forma significativa’*.

Un elemento importante para la ingenieria tisular es la seleccion de una
adecuada matriz de andamiaje, cuyo objetivo es el transporte y soporte de las
células sembradas sobre ella. Una adecuada matriz de andamiaje debe ser
biocompatible con las células sembradas como con el area en que sera
injertada, debe poseer un adecuado tamafo del poro, ser estable y poseer

buenas propiedades mecanicas.

Sin embargo, las matrices utilizadas actualmente en terapias regenerativas,
presentan el inconveniente de carecer del componente celular-vascular y los
resultados clinicos obtenidos en la regeneracion tisular son poco predecibles, y
con un mayor periodo de cicatrizacibn en comparacion con la utilizacion de

injertos autdgenos.



La investigacion en terapias regenerativas esta centrada en el estudio
de la utilizacion de diferentes matrices enriquecidas con células estromales
mesenquimales multipotenciales, las cuales, poseen un enorme Yy atractivo
potencial terapéutico para lograr la regeneracion tisular de los tejidos perdidos

o dafiados.

La racionalidad de incorporar células mesénquimales estromales
multipotenciales se basa en sus caracteristicas de auto-renovacion,
proliferacion vy diferenciacion celular a distintos linajes celulares***, como
también a la sintesis y secreciébn de moléculas que favorecen la renovacion
tisular tales como: factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF)***°. Promoviendo una reparacién de alta calidad con
regeneracion de los tejidos dafiados sin formacion de tejido fibroso con una
minima morbilidad del sitio donante respuesta inflmatoria y rechazo

inmunolégico®®*" 18,

Diversos estudios han demostrado que las células madres
mesenquimales pueden ser obtenidas a partir de diferentes tejidos humanos
adultos™. Recientemente, se publicé un estudio en el cual se logré aislar y
caracterizar MSCs a partir de tejido conectivo gingival humano®, comprobado
su presencia mediante los criterios propuestos por la Sociedad Internacional
de Terapia Celular (ISCT), los cuales sefialan que las MSCs deben cumplir con
lo siguientes parametros: morfologia fibroblastoide, adherencia al plastico
(placa) y diferenciacion a tres linajes celulares: adiposo, osteogénico y

condrogénico y expresion de antigenos especificos de superficie como:



marcaje positivo para los anticuerpos CD13, CD75, CD90 y CD105, y negativo

para CD34, CD38 y CD45%.
Ingenieria Tisular y Medicina Regenerativa

El termino de ingenieria tisular, fue creado por Fung en 1987, y se
refiere a un area interdisciplinaria que se fundamenta en los conocimientos
basicos de la histologia, biologia molecular, bioquimica y la ingenieria de los
biomateriales, y que tiene por objetivo la construccion de tejidos nuevos que
permitan regenerar, reparar o sustituir el tejido perdido a partir de células

procedentes de cultivos y de biomateriales que sirven como soporte®* %,

Esta nueva disciplina nos ofrece la posibilidad de fabricar constructos
celulares que podrian servir para el reemplazo de células dafiadas o perdidas,
y como vehiculo en el tratamiento de lesiones y enfermedades congénitas,

traumaticas y crénico-degenerativas*.

La evidencia cientifica establece que la terapia celular y la medicina
regenerativa investigan nuevas estrategias terapéuticas en la reparacion y el
transplante de 6rganos y tejidos, y es una linea de investigacion que puede
proporcionar soluciones terapéuticas a diversas enfermedades que hoy no

tienen tratamiento?.

Por lo tanto la ingenieria tisular requiere del aporte de otras disciplinas
fundamentales que ayudan al logro final del objetivo propuesto, el cual
corresponde a la construccion de un nuevo tejido vivo funcional capaz de

sustituir con eficacia original dafiado??.



En la actualidad la ingenieria tisular se puede llevar a cabo utilizando tres

tipos de estrategias diferentes:

Ingenieria tisular por transferencia celular (terapia celular): las células
son aisladas, mantenidas y tratadas in vitro. Posteriormente se inyectan
en la circulacibon sanguinea o0 se implantan en determinadas
localizaciones del organismo para poder suplir la deficiencia estructural o
funcional que en ese tipo de células se hubiera podido producir.
e Ingenieria tisular por induccién: consiste en la construccion de un
nuevo tejido, por medio de la induccién del tejido dentro de nuestro propio
organismo. Para ello, existen diversas posibilidades de actuacion. En
primer lugar, la accion mas elemental de todas consiste en la utilizacion de
aguellas sefiales moleculares fundamentalmente, los factores de
crecimiento, que son capaces de estimular a las células madre
pluripotenciales o células madres progenitoras existentes en la zona en la
gue deseamos crear el nuevo tejido, con el objeto de potenciar su
proliferacion, diferenciacion y distribucion en el espacio y en el tiempo. La
incorporacion de las sefiales moleculares a la regidn puede realizarse
directamente o mediante la transferencia de células capaces de sintetizar
dichos factores. La matriz extracelular, como producto natural o biomaterial
elaborado de modo artificial, posee la propiedad de inducir la formacién de
nuevos tejidos. Finalmente, en algunos casos se utilizan biomateriales y
seflales moleculares para inducir la construccion de algunos tejidos. En
estos casos, el biomaterial actia como barrera creando espacio para
facilitar el posterior crecimiento expansivo del nuevo tejido. Este

mecanismo de ingenieria tisular es denominado Regeneracion Tisular



Guiada que se practica como tratamiento de las secuelas de la enfermedad

periodontal®*.

e Ingenieria tisular por elaboracion de constructos: consiste en la
formaciébn de un constructo formado en un dispositivo denominado
birreactor, de tres elementos basicos: la célula, el biomaterial y los factores
de crecimiento, que suelen utilizarse para construir un tejido artificial. Con el
fin de elaborar un constructo es necesario aislar las células del organismo y
situarlas, junto a los factores de crecimiento, sobre o dentro del biomaterial
mas adecuado en relacion con el tejido u érgano que se desee construir.
Para la elaboracion de constructos se utilizan modelos con un solo tipo
celular y un tipo de biomaterial. El disefio y la elaboracion de constructos por
ingenieria tisular para uso clinico debe intentar conseguir: la naturaleza
estructural y funcional de los tejidos perdidos, obtener tamarios y las formas
deseadas, posibilidad de continuar su desarrollo una vez implantado in vivo y

la posibilidad de integrarse en el huésped®.

Por lo tanto, crear estructuras tridimensionales que deben funcionar
como sustituto biolégico, al imitar y repetir la estructura y funcién del tejido
perdido?3.

La construccion de tejidos buco dentales artificiales gracias a la
ingenieria tisular ha sido objeto de especial interés en los ultimos afios, con el
fin de su utilizacion en la terapéutica odontolégica. En este sentido se ha
aplicado la ingenieria tisular por induccion para la regeneraciéon del periodonto
y la ingenieria tisular por elaboracion de constructos para crear sustitutos de

mucosa bucal?®.



Los resultados clinicos de la ingenieria tisular en la mucosa bucal han
sido satisfactorios®>?®. Se ha demostrado que el uso de células sembradas en
matrices mejoraria la adherencia del injerto, maduracion, reduciendo al minimo

la contraccion de la herida y formacion de cicatrices?’.
Para alcanzar una reparacion tisular estable y exitosa deben ocurrir®®:

- Generar un numero adecuado de células para llenar el defecto a reparar.

- Diferenciacion celular hacia el fenotipo adecuado.

- Que las células adopten una organizacion tridimensional.

- Que las células sean estructuralmente y mecanicamente compatibles
con las exigencias del tejido nativo.

- Lograr la integracién con el tejido local y vascularizacion.

- Superar el riesgo de rechazo inmunoldégico.

La habilidad de algunos tejidos en el adulto para repararse indicaria la
presencia de células madres progenitoras®®, como la capacidad que posee la
mucosa oral para reparar en ausencia de cicatriz, reflejado en una respuesta
inflamatoria reducida. Por lo tanto surge la modalidad de aislar células madres
mesenquimales de distintos tejidos adultos, como medula ésea, tejido pulpar y

a partir de tejido conjuntivo gingival.
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Células Madres

Las células madres son la base celular de todos los érganos y tejidos del
cuerpo. Son células indiferenciadas que presentan la capacidad de auto
renovarse generando copias idénticas de ellas mismas a través de division
mitotica debido a su alto potencial proliferativo, y la capacidad de diferenciarse
en tipos celulares especificos con el fin de cumplir cierta funcion en el
organismo®. El potencial de autorrenovacién y diferenciacién que poseen las
células madres, esta gobernado por sefiales extracelulares en conjunto con

cascadas de sefiales intracelulares®®?,

Clasificacion de las Células Madres

Las células madres pueden clasificarse dependiendo de su capacidad de
proliferacion y potencial de diferenciacion en: totipotenciales que corresponden
a células que tienen el potencial de dar origen a un organismo completo
incluyendo el tejido germinal; pluripotenciales que corresponden a células que
pueden dar origen a células de las tres capas germinativas: ectodermo,
mesodermo y endodermo; y multipotenciales que son células comprometidas
en una linea celular especifica y dan origen a células de un 6rgano o tejido

particular®.

Las Células Madres pueden también clasificarse de acuerdo con su origen
en Células Madres Embrionarias, que se obtienen de la masa celular interna
del embrion, Células Madres Germinales Embrionarias, que se obtienen de la
cresta gonadal del feto y Células Madres Adultas, que se originan de tejidos
adultos maduros. Cada uno de estos tipos celulares tiene caracteristicas
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diferentes y por lo tanto dependiendo de las circunstancias, ventajas o

desventajas, frente a las demas®.

Las células madres Adultas denominadas Celulas Madres
Mesenquimales (MSCs) se consideran érgano-especificas y se localizan en
tejidos embrionarios y fetales ademés se pueden encontrar en la mayoria de
los tejidos adultos, y derivan de tejidos que se encuentran en constante
renovacion como la dermis®, sangre periférica y epitelio gastrointestinal entre
otros. Es asi como son las encargadas de mantener los tejidos o repararlos
mediante el reemplazo de células que se han perdido o se encuentran

dariadas®.

Las células madres mesenquimales son facilmente accesibles siendo
las de eleccion para estudios de regeneracion, ya que no poseen problemas

éticos para su obtencién®.

Células Madres Mesenquimales
Las células madres mesenquimales son definidas como células

1.*° tres criterios:

multipotenciales que deben cumplir segin Dominici et a
Adherencia al plastico, diferenciacion in Vitro a tejido adiposo, osteogénico,
condrogénico, y expresion especifica a ciertos marcadores donde debe ser

positivo a CD73, CD90, CD105 y negativas a CD45, CD34, CD14, CD19 y

HLA-DR.

Son una poblacién de células que proliferan in vitro adheridas a una
superficie plastica22. Morfologicamente presenta una forma fusiforme,

fibroblastoide, con un ntcleo alargado central®.
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Las células madres mesenquimales sufren una division asimétrica, una
diferenciacion hacia una célula en estado terminal y la formacién de una réplica

de la célula mesenquimal.

Las MSCs son generalmente definidas como células clonogénicas
capaces de autorenovarse como también de diferenciarse en multiples linajes
celulares como a tejido osteogénico, condrogénica, y adipogénico bajo medios

especificos de diferenciacion®.

Las MSCs poseen caracteristicas importantes que permiten distinguirlas

de las células ya diferenciadas, tales como:

- Capacidad de auto renovacién, definida como la capacidad de dar origen
a células con las mismas caracteristicas que la célula de origen y
manteniéndola indiferenciada.

- Lenta actividad del ciclo celular, permitiendo conservar el potencial
proliferativo celular y minimizando errores en la replicacién del DNA®.

- Las MSCs provenientes de la médula 6sea, pueden diferenciarse en
condrocitos, osteocitos y adipocitos. También hay evidencia que estas
células derivadas del estroma de la médula ésea pueden diferenciarse en
células derivadas del endodermo y/o del ectodermo incluyendo células
hepaticas y astrositos>*3>3¢.

- Las MSCs poseen la capacidad de autorenovarse, proceso denominado

como plasticidad celular. Ademas poseen la capacidad de diferenciarse in

vivo en células del tejido de origen y de otros tejidos distintos a éste®”.

Las células madres mesenquimales residuales una vez terminada la
morfogénesis, permanecen en varios tejidos craneofaciales, y conservan su
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condicién de células madres®. En tejidos maduros estas MSCs poseen una
gran capacidad de desarrollo y juegan un rol importante en la homeostasis y

reparacion de los tejidos frente a una lesién o enfermedad®.

Ademas se ha descrito que en la mucosa bucal las células de estrato
basal poseen la capacidad de dividirse, mediante mitosis lo que permitiria el
proceso de renovacion epitelial a partir de células madres?’. Por lo tanto este
estrato se renueva y se lo puede considerar el compartimento de células

progenitoras del epitelio®.

Las MSCs obtenidas a partir de tejido gingival humano son una poblacion
de tipo heterogenea, esto se refiere a que ademas de poseer células madres
mesenquimales podrian encontrarse otros tipos celulares, como son los
fibroblastos. Con el fin de realizar una caracterizacion especifica Simmons et
al.*% reportaron la caracterizacion de una subpoblaciéon de células madres
provenientes de médula 6sea con un marcador de superficie denominado

STRO-1, exclusivo para MSCs*.

Con el objetivo de lograr la recuperacion de los tejidos blandos
gingivales perdidos, se utilizan las técnicas de cirugia plastica periodontal o
mucogingival, ampliamente utilizadas con una variedad de indicaciones***.
Para ello, las técnicas mas comunmente empleadas incluyen la utilizacion de
injertos autdégenos gingivales libres o de tejido conjuntivo sub-epitelial en forma
combinada con colgajos de espesor parcial o total, con o sin desplazamiento de
los colgajos y estan indicados en situaciones clinicas en las que se requiere

lograr cobertura radicular, aumento de encia queratinizada, volumen de

rebordes 6seos colapsados y manejo de rebordes post-extraccion®.
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Si bien estos procedimientos son predecibles, dado que las células
provienen de la misma persona, y por tanto no existe rechazo, presentan varios
inconvenientes, entre los que destaca el hecho que el paciente es sometido a
un procedimiento quirdrgico adicional, aumentando los tiempos quirdrgicos,

morbilidad del sitio donante y un postoperatorio doloroso*®™°.

Ademas, el injerto se toma de la zona del area del paladar, que implica
riesgos adicionales debido a la localizacion de vasos sanguineos y nervios que

limitan el tamafio del potencial injerto**>°

y por lo tanto no son capaces de
cubrir las demandas en aquellas situaciones clinicas que se requieren cubrir

recesiones gingivales multiples®".

El coldgeno es un componente de | matriz extracelular y ha sido
investigado como un constituyente de las matrices con estructura tridimensional
que puedan permitir la incorporacion de células en cultivo al interior de la
matriz. El coldgeno se encuentra en cada tejido conectivo y es responsable de
la resistencia y estabilidad de los tejidos. Los productos de colageno han sido
utilizados como membranas en regeneracion 0sea guiada, en regeneracion
tisular guiada, en el manejo de alveolos post extraccion y recientemente para el

aumento de encia queratinizada °**8,

La principal ventaja de las matrices es la conformacion del andamio, con
una organizacion similar al tejido dérmico nativo y que conservan parte de su
membrana basal. Sin embargo, presentan algunas desventajas importantes,

una de ellas es la posibilidad de generar rechazo debido a su origen alogénico,
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Xenogeénico, o a la presencia de restos celulares que a menudo son dificiles de

eliminar.

Recientemente, una nueva matriz coldgena de origen porcino
(Mucograft®) ha sido producida por Geistlich Pharma AG (Wolhusen,
Switzerland) y los fabricantes indican que es un producto seguro segun la
normativa I1ISO 14971- ISO 10993-1, con buenas propiedades de estabilidad
mecanica, comportamiento bioldgico favorable y tratada quimicamente con un
proceso de entrecruzamiento del colageno que disminuiria su tasa de

degradacion al interior del tejido hospedero.

El Mucograft® es un producto reabsorbible de caracteristicas
tridimensionales y su estructura consiste en dos capas funcionales distintas;
una capa oclusiva celular consistente en fibras colagenas de disposicion
compacta y otra capa porosa y esponjosa gruesa que tiene el objetivo de crear
un espacio de espesor adecuado para una mayor formacién de tejido
queratinizado y para la formacion y estabilizacién del coagulo sanguineo que
permitan la colonizacién de fibroblastos, vasos sanguineos y del epitelio de los
tejidos circundantes, que eventualmente se transformardn en tejido

queratinizado.

Esta matriz tridimensional estd siendo investigada en la actualidad
para las terapias de aumento de encia adherida y en el cubrimiento radicular de
recesiones gingivales como alternativa al injerto conectivo autdgeno. Los
resultados tanto en animales como en estudios clinicos en humanos son
promisorios*®°%°. Sin embargo, esta matriz, no ha sido investigada como un
andamio  biocompatible para células mesénquimales estromales

multipotenciales.
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El grupo de Sanz. M y cols, han publicado 3 estudios clinicos que
demuestran la efectividad de la matriz Mucograft® en las terapias de aumento
de encia queratinizada en relacion a piezas dentarias e implantes, como
también su utilidad para la terapia mucogingival de cubrimiento de recesiones
combinado con la técnica de colgajo desplazado a coronario al compararlo con

las técnicas combinadas con injerto conectivo palatino®°.

Nevins y cols’®. evaluaron la seguridad y eficacia de MG como alternativa a
un injerto gingival autégeno para incrementar encia queratinizada. Se realizo
un estudio piloto de disefio boca partida con pacientes periodontalmente sanos,
con un ancho de encia queratinizada <2mm bilateralmente en la cara vestibular
de piezas dentarias postero-inferiores. Se realizaron biopsias de la zona
intervenidas a las 13 semanas. El cambio de la EQ postoperatoria fue de
3.1mm para injerto gingival libre y de 2.3mm para MG. El contorno del tejido,
color y textura en la terapia con MG fue optima, mientras que para el injerto
gingival, se observaron bordes demarcando el area tratada. El estudio sugiere
al Mucograft® como una alternativa viable al injerto gingival libre para el

aumento de encia queratinizada.

El objetivo de este estudio es analizar la biocompatibilidad de una matriz
coldgena porcina (Mucograft®) como andamio para el transporte de células
madre mesénquimales aisladas de tejido gingival humano conformando un
scaffold hibrido in vitro, evaluando la viabilidad y proliferacion de las células

progenitoras al interior de la matriz tridimensional.
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PROBLEMA:

¢Es el Mucograft® un andamiaje biocompatible para células

mesénquimales gingivales humanas?

OBJETIVO GENERAL:

Evaluar la biocompatibilidad de una matriz colagena de origen porcino
(Mucograft®) como andamio de células mesénquimales humanas de origen
gingival para su utilizacion en terapias de regeneracion tisular de los tejidos

gingivales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Aislar y caracterizar células mesénquimales de origen gingival humano

mediante técnica de cultivo celular.

- Evaluar in vitro la viabilidad, proliferacion y potencial de diferenciacién de
las células madres mesénquimales de origen gingival humano

sembradas en Mucograft® en cultivo.
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JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En la actualidad lograr la regeneracion de los tejidos blandos mediante
el uso de células madres mesenquimales (MSCs) e Ingenieria Tisular es un
desafio para la ciencia odontologica. En este contexto, estudiar las propiedades
de las MSCs obtenidas a partir de tejido conectivo gingival humano sembradas
en distintos andamios es imprescindible para determinar la eficacia que posee
este tipo de terapia celular en la regeneracion tisular. Dentro de las ventajas
gue poseen las células mesenquimales se incluyen: permite una reparacion de
alta calidad con regeneracion de tejidos dafiados sin formacién de tejido
fibroso, la morbilidad del sitio donante es minima comparado con el injerto
autdgeno (proveniente del mismo individuo), dado que se requiere de un
namero reducido de células para su subsecuente expansion ex vivo, el riesgo
de rechazo por una respuesta inmune asi como la transmision de
enfermedades parece ser minima. Ademas las células madres mesenquimales
tienen alto potencial proliferativo y pueden ser manipuladas permitiendo su

diferenciacion previa a su transplante.

19



MATERIAL Y METODO

Protocolo de aislamiento y caracterizaciéon de células mesénquimales

estromales multipotenciales de origen gingival:

Se obtuvieron muestras de tejido gingival de donantes voluntarios con
indicacion de tecnicas resectivas de tejido gingival sano previa firma de
consentimiento informado. Un periodoncista calificado realiz6 el procedimiento
quirurgico para lo cual el paciente fué anestesiado con anestesia topica por 1
minuto y luego con anestesia local al 2% mediante técnica infiltrativa, previa
desinfeccién con colutorio de Clorhexidina al 0,12%. El tejido gingival obtenido
de dimensiones aproximadas a 3 x 1 x 1 mm. En los casos que asi lo
requirieron se realiz6 sutura en el sitio donante y se entregaron por escrito las
indicaciones de cuidados post operatorios al paciente para el manejo de las

posibles molestias.

El explante de tejido gingival fue introducido en forma inmediata en un
tubo Eppendorf® con 2 ml de Medio de transporte, consistente en una solucion
estéril de 15 ml de Buffer Fosfato Salino (PBS) de GIBCO® 1x, con 1 ml de
Pen Strep (Penicilina/Estreptomicina) de GIBCO® y trasladado al laboratorio
de investigacion en un rango de tiempo menor a 2 horas para iniciar la fase de

cultivo celular.
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Protocolo de obtencion y cultivo de celulas mesengquimales gingivales:

- Preparacion de una solucion de 2ml que contenga 3mg/ml de
colagenasa tipo I( # C0O130-100 mg) y 200 ul de Dispasa 4mg/ml en
DMEM F12 (2ml volumen total).

- Lavar el tejido gingival con PBS 1x

- Introducir el explante de tejido gingival por 30 minutos en esta solucion
en agitacion constante y a 37°C a 400rpm el agitador.

- Una vez disuelto el tejido, filtrar en un tubo Falcon de 50ml con un filtro
de 70um la solucion con el tejido.

- Centrifugar esto en un tubo Falcon de 10ml 5 minutos a 1200 rpm

- Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1ml de medio
DMEM F12

- Cambiar el medio de cultivo cada 4 dias

Protocolo de expansiéon celular

Una vez que se observd mediante Microscopia Optica un 80% de
confluencia celular de las MSCs, se realiz6 el protocolo de tripsinizacion bajo
campana de flujo cuyo objetivo es despegar las MSCs del plastico (placa) para
permitir el lavado y el conteo celular. Este procedimiento consiste en eliminar el
Medio de Cultivo, introducir 400 pl de Tripsina 1x TripleSec GIBCO®, agitar
suavemente la placa y dejar incubar en estufa cultivo SANYO® a 37°C y 5% de

CO2 por 5 minutos aproximadamente.
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Se debe observar en el microscopio 6ptico que las MSCs se encuentren
con una morfologia redondeada, en suspension en el medio de cultivo, lo que
demuestra que las células se desprenden del plastico y que al cultivarlas deben
adoptar su morfologia fibroblastoide original. Una vez que se ha comprobado
que las MSCs se despegan del plastico (placa), se procede a inactivar la

Tripsina 1x TripleSec de GIBCO® con 400 pl de Medio Completo.

Caracterizacion Inmunofenotipica

Las MSCs gingivales humanas en pasaje celular 4, fueron
caracterizadas mediante Citometria de flujo (Coulter ® Epics®, XL™, Beckmann
Coulter) utilizando marcadores con fluorescein isothiocyanate-(FITC),
phycoerytrin- (PE) y peridinin chlorophyll protein (PerCP) que presentaron
mayor porcentaje de positividad y con anticuerpos conjugados contra CD 13
(Caltag), CD 34(Beckmann Coulter), CD38 (Inmunotech), CD 44(Caltag), CD
45(Beckmann Coulter), CD 54(Caltag), CD 73 (BD Pharmingen), CD 90(BD
Pharmingen), CD 105 (Caltag). Se tripsinizaron las MSCs y centrifugaron a

1700 r.p.m. durante 7 minutos.

1) Una vez obtenido el pellet se procedio al conteo celular para su
tipificacion.

2) Se incubaron 200.000 cel/tubo a 37° C 'y 5% CO2

3) Se lavan las células con 3 ml de PBS 1x y se volvié a centrifugar a 1700

r.p.m. por 6 minutos.
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4) Se elimin6 el sobrenadante y se agregaron los anticuerpos segun la

siguiente tabla:

Tabla N°1: Cantidad de Anticuerpos

F1 F2 F3

IgG1 > 8yl 19G2 - 8yl CD 13> 3yl

CD90 >3pu | CD73 > 10l CD 13 > 3

CD45 > 10pu | CD34 > 10l CD 13 > 3 l

AW N

CD38 > 10p | CD105- 3l CD 13 > 3 l

5) Se resuspende el tubo y se deja incubar por 30 minutos a 4° C y
oscuridad.

6) Las células se lavan dos veces con PBS 1x de GIBCO®.

7) Mediante centrifugacion a 1680 r.p.m. durante 6 minutos se obtiene un
pellet, se elimina el sobrenadante, se resuspende y se agrega 500 pl de
PBS paraformaldehido 1%.

8) Se resuspenden nuevamente y se analizan las subpoblaciones
utilizando el programa Coulter® Epics® XL™. 10.000 células por
muestra, registrandose tanto los porcentajes asi como las intensidad
media de fluorescencia (MFI) de cada marcador.

9) Cada marcador fue contrarrestado con su isotipo correspondiente.
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Potencial de Diferenciacion

Las células madres mesenquimales debido a su plasticidad son
capaces de diferenciarse en tres linajes que corresponden a tejido adiposo,
osteogénico y condrogénico. Por lo tanto una vez obtenidas las MSCs en
pasaje 4 con un 80% de confluencia fueron sembradas en 3 placas diferentes
con sus respectivos controles negativos y se indujeron a diferenciacion a tejido
adiposo, condrogénico y osteogénico durante un periodo de 3 semanas
aproximadamente. Durante el proceso de diferenciacion se renovo el medio de

diferenciacion y control cada 3 dias.

Diferenciacion Adipogénica:

Bajo campana de flujo se sembraron en 2 pocillos de una placa de 4
NUNC® (1.9cm?), una densidad 25.000 células/cm? con 500 pl de medio
completo y se incubo en estufa SANYO® a 37°C Y 5% CO2. Al alcanzar un
100% de confluencia se elimind suavemente el contenido de ambos pocillos. Al
pocillo de diferenciacion se le agregara 500 pl de Medio Diferenciacién
Adipogénica que contiene 10 ml de Medio Completo (44 ml a-MEM GIBCO®, 6
ml de Suero Fetal Bovino 10% y 1 ml Pen Strep 1% de GIBCO®), 0,1 um de
Dexametasona, 10 pg/ml de Insulina y 0,02mg/ml Indometacina. Al pocillo
control se le agregé 500 ul Medio Completo. Se mantendran incubadas en
estufa SANYO® a 37° C y 5% CO2. Se renovara el medio cada 3 dias. donde
se eliminara el contenido por la orilla del pocillo mediante pipeta, para luego
agregar suavemente por la orilla del pocillo de diferenciacion 500 pl de Medio

de Diferenciacion y al pocillo control 500 pl de Medio Completo.
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Diferenciacion Osteogénica:

Bajo campana de flujo se sembraron en 2 pocillos de una placa de 4
NUNC® (Vol. 1.9cm?), una densidad 35.000 células/cm? con 500 pl de medio
completo y se incubo en estufa SANYO® a 37° C y 5% CO2. Al alcanzar el
100% de confluencia, se eliminé suavemente el contenido de ambos pocillos.
Al pocillo de diferenciacion se le agregara 500 pl de Medio Diferenciacion
constituido por: 5 ml de Medio Completo (44 ml a-MEM GIBCO®, 6 ml de
Suero Fetal Bovino 10% y 1 ml Pen Strep 1% de GIBCO®), 0,1 um de
Dexametasona y 10 mM b-glicerofosfato. Durante todo el proceso de
diferenciacion se agregara dia por medio al pocillo de diferenciacion 0,5 uL de
Ascorbato 2- fosfato. Al pocillo control se le agregaran 500 pl Medio Completo.
Se mantuvieron incubadas en estufa SANYO® a 37° C y 5% CO2. Se renovara
el medio cada 3 dias. donde se eliminara el contenido por la orilla del pocillo
mediante pipeta BIODETTE®, para luego agregar suavemente por la orilla del
pocillo de diferenciacion 500 ul de Medio de Diferenciacién y al pocillo control

500 pl de Medio Completo.

Diferenciacién Condrogénica:

Bajo campana de flujo se sembraron en 2 pocillos de una placa de 4
NUNC® (Vol. 1.9cm?), una densidad 30.000 células/cm?® en forma de
microgota con 500 ul de medio completo y se incubara en estufa SANYO®a
37° Cy 5% CO2. Al alcanzar el 100% de confluencia, se eliminara suavemente
por la orilla, el contenido de ambos pocillos. Al pocillo de diferenciacion se le
agregaran, suavemente por la orilla del pocillo, 500 pl de Medio Diferenciacion
constituido por: 10 ml de Medio Completo (44 ml a-MEM GIBCO®, 6 ml de

Suero Fetal Bovino 10% y 1 ml Pen Strep 1% de GIBCO®), 0,1 puM
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Dexametasona y 5 ug/ml de Insulina. Durante todo el proceso de diferenciacion
se agregara dia por medio al pocillo de diferenciacion 0,5 pL de Ascorbato 2-
fosfato y 0,1 uL TGF-B1. Al pocillo control se le agregard 500 ul Medio
Completo. Se mantendran incubadas en estufa SANYO® a 37° C y 5% CO2.
Se renovara el medio cada 3 dias. donde se eliminara el contenido por la orilla
del pocillo mediante pipeta BIODETTE®, para luego agregar suavemente por la
orilla del pocillo de diferenciacion 500 ul de Medio de Diferenciacion y al pocillo

control 500 pl de Medio Completo.

Protocolo de Tincidon de Diferenciacion

Cada linaje Adipogénico, Condrogénico y Osteogénico por separado se
tefirAn con Oil Red, Safranina O y Alizarin Red respectivamente. Este

procedimiento se debe realizar fuera de campana con guantes y delantal.

Tincion de Diferenciacion Adipogénica con Oil Red:

Para preparar la tincion de Oil Red se agregé una solucion de
Isopropanol 60% v/v hasta generar una solucién saturada. Luego se debe
remover mediante pipeta el medio de cultivo de diferenciacion y control, sin
tocar el centro del pocillo. Luego se lavaron dos veces los pocillos agregando
suavemente por la orilla 500 pul PBS 1x de GIBCO® y se elimind el
sobrenadante de PBS, ya que éste no permite tefiir la muestra. Para tefiir se
debe primero fijar la muestra, pero en este caso la tincion de Oil Red trae
incluido el fijador. Por lo tanto se agregan 250 pl de Oil Red a ambos pocillos
(Control y Diferenciacion) y se debe esperar una hora a temperatura ambiente.

Finalmente se lavd 2 veces con PBS 1x GIBCO®.
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Tincion de Diferenciacion Osteogénica con Alizarin Red:

La Tincion de Alizarin Red esta constituida por una solucién de Alizarin
Red 40 Nm disueltos en 0,1 M de NaH2PO4 con un pH 4,3. Luego se debe
descartar el medio de cultivo de diferenciacion y control, sin tocar el centro del
pocillo. Luego se lavan 2 veces los pocillos agregando suavemente por la orilla
500 ul PBS 1x de GIBCO® vy eliminando el sobrenadante. Luego la muestra se
fij6 agregando 250 pl de Etanol al 70%, a ambos pocillos, durante 30 minutos.
Una vez fijadas las muestras se procedio a lavarlas 2 veces con 250 ul PBS 1x
de GIBCO® vy luego las muestra fueron tefiidas agregando 250 pl de Alizarin
Red, a ambos pocillos, durante 10 minutos. Finalmente, se lava 5 veces con

250 pl de agua Bidestilada.

Tincién de Diferenciacion Condrogénica con Safranina O:

La tincion de Safranina O se prepara al 0,1% pp. Se debe aspirar el
medio de cultivo por la orilla del pocillo de diferenciacion y control, sin tocar el
centro del pocillo. Luego lavar una vez los pocillos agregando suavemente por
la orilla 500 pl PBS 1x de GIBCO® y eliminar el sobrenadante. Luego fijar la
muestra agregando 250 pl de Etanol al 70%, a ambos pocillos, durante 10
minutos. Una vez fijadas las muestras se procede a lavarlas una vez con 250 pl
PBS 1x de GIBCO® y luego teiiir las muestras agregando 300 pl de Safranina
O, a ambos pocillos, durante 5 minutos. Finalmente se lavara una vez con 250
pl de agua Destilada, luego 5 veces con 250 ul de Etanol al 70% y una vez con

250 pl de Etanol al 100%.
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Una vez caracterizadas las células mesénquimales estromales
multipotenciales, con una apropiada densidad y confluencia celular entre un
80-100% se realizaran estudios de viabilidad y proliferacion celular de las
GMSCs al interior de la matriz de Mucograft® mediante el ensayo de Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Este ensayo se basa en
la reduccion metabolica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol, realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa
en un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la

funcionalidad mitocondrial de las células tratadas.

Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y
proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad
de formazan producido. Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983
siendo modificado en 1986 por Frangois Denizot y Rita Lang. Con el objetivo de
determinar el porcentaje de células que son retenidas por la matriz y su

viabilidad.

Protocolo MTT:

ETAPA A.

- Enuna placa de 96 pocillos, cargar las tres primeras filas de la placa con
100ul de medio de cultivo DMEM F12.

- Bajo condiciones de esterilidad en la campana se abre el paquete con la
matriz de Mucograft® y con una hoja de bisturi estéril nimero 11 se
parte en 2 trozos iguales.

- El mucograft se introduce en un pocillo de una placa de 24 pocillos con

1ml de medio de cultivo. Los pocillos circundantes se les agrega 1ml de
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PBS 1x, para evitar la deshidratacion del pocillo que contiene el
Mucograft® y medio de cultivo.

Al pocillo con Mucograft y medio se le agregan 100ul de MTT y se
incuban por una hora a 37°C y CO2. (no tiene células, es el control
negativo del préximo experimento).

Se fabrica una curva patron en las primeras filas de la placa de 96
pocillos a la cual al primer pocillo se le agregan 1.000.000 de células en
200ul de medio de cultivo, re suspendo 10 veces, de estos tomo 100ul y
los paso al segundo pocillo re suspendiendo 10 veces nuevamente y asi
sucesivamente hasta terminar con los pocillos de cada una de las dos
primeras filas. ( se genera una curva que va entre 500.000 células en el
primer pocillo, 250.000 en el segundo, 125.000 en el tercero, 62.500 en
el cuarto, 31.250, 15.620, 7.810, 3.900, 1.950, 970, 480 sucesivamente
hasta llegar a 240 células en el pocillo nUmero 12).

Se agregan 100ul de medio de cultivo DMEM F12 a cada pocillo.

La tercera fila s6lo tiene medio de cultivo como control negativo.

A cada pocillo se agregan 20ul de MTT vy la placa se deja incubando una
hora a 37°C y CO2.

Tomamos 200ul del medio de cultivo con Mucograft y MTT y se colocan
en un pocillo vacio de la placa de 96 pocillos.

Se lee la placa en un espectrofotometro a 540nm.
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ETAPA B.

Se cuentan con 4.500.000 células resuspendidas en 50ul de medio de
cultivo.

Bajo condiciones de esterilidad en la campana se abre el paquete con la
matriz de Mucograft® y con una hoja de bisturi estéril nimero 11 se
parte en 2 trozos iguales.

Con 1 jeringa de tuberculina se aspiran los 50ul de medio con células y
se inyectan en la matriz de mucograft en un pocillo de una placa de 24
pocillos.

El otro trozo se inyecta con medio de cultivo como control negativo en
otro pocillo de la placa de 24 pocillos.

Se incuban 1 hora a 37°C y CO2.

A los 60 minutos, se cambia el Mucograft a un nuevo pocillo y se
agregan 1ml de medio de cultivo DMEM F12 al pocillo original donde se
incubo el Mucograft y 1ml de medio al nuevo pocillo que contiene la
matriz. Se realiz4 exactamente el mismo procedimiento para el pocillo
que con tiene la matriz de Mucograft con medio de cultivo como control
negativo.

Se agregan 100ul de MTT, se incuba la placa durante una hora a 37°Cy
Co2.

Tomamos 200ul de cada pocillo y condicién estudiada y se traspasan a

una placa de 96 pocillos y se lee a 540nm en un espectrofotometro.
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PROTOCOLO CULTIVO GMSCs EN LA MATRIZ MUCOGRAFT®:

Se cuentan con 4.500.000 de células resuspendidos en 50ul de medio

de cultivo DMEM F12.

- Bajo condiciones de esterilidad en la campana se abre el paquete con la
matriz de Mucograft® y con una hoja de bisturi estéril nimero 11 se
parte en 2 trozos iguales.

- Con 1 jeringa de tuberculina se aspiran los 50ul de medio con células y
se inyectan en la matriz de mucograft en un pocillo de una placa de 24
pocillos.

- Se dejan en cultivo en un pocillo con 2ml de medio DMEM F12 en

incubadora a 37°C por una semana y se cambia el medio de cultivo

cada tres dias.

Con las células obtenidas del cultivo celular con la matriz de Mucograft se
realizaron las pruebas de diferenciacion hacia los linajes osteoblasto,
condrocito y adipogénico con el objetivo de comprobar que mantienen intactas

sus propiedades de células mesénquimales estromales multipotenciales.

Adicionalmente se analizé la presencia de las GMSCs al interior de la
matriz tridimensional de Mucograft® mediante técnicas de microscopia e
inmuno-fluorescencia con células mesénquimales gingivales marcadas con
tincion de DAPI que es un agente intercalante del ADN que se une a los

nucleos celulares resultando en una fluorescencia azul .
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Protocolo de fijacion de la matriz:

La matriz con células en su interior fue fijada formalina al 10% durante 24 horas
la muestra fue enviada a un laboratorio de histologia para su inclusion en

parafina, cortas y tincion con hemotosilina-eosina.

Desparafinizacion e hidratacion de la muestra:
Se realizaron los siguientes lavados

1.- Xilol 2 x 10 min

2.- Etanol 100 % 2 x 5 min

3.- Etanol 96 % 2 x 5 min

4.- Etanol 80 % 2 x 5 min

5.- Etanol 70 % 2 x 5 min

6.- PBS -1 x5 min

Las muestras fueron Desparafinadas en xileno (2 x 5 min) y rehidratadas
en serie de distintas concentraciones de etanol (absoluto, 95% durante 5 min,
70%, 30% de etanol, d H 20 durante 3 min), La muestra fue lavada con una
solucion tampdn Mcllvaine (5 min). Se escurren los portaobjetos en una toalla
de papel y se aplica la solucién de tincibon DAPI en portaobjetos (200 1), se

incuba por 15 minutos en la oscuridad (cubrir con una caja).

DAPI de archivo de la solucion (5mg/ml o mM 14.3):

DAPI (Molecular Probes, Cat # D-1306) ---------------- 10 mg

Dimetilformamida (DMF) ---------=--=--mmmemmmmmmeeee 2 ml

Se mezcla para disolver. Se alicuota y almacena a -20 ° C.
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DAPI de Trabajo de la solucién (100ng/ml o 300 nM en PBS):

DAPI solucion madre ------------==m-m-mmmmmmmmmemeeeeeee 2 ul

La solucion se almacena a 4°C en una botella de color marron o
envuelto con papel de aluminio para protegerlo de la luz (para lograr una mayor
tincion, utilice 4 ul de solucion madre o reducir la cantidad de PBS a 50 ml). Se
debe observar con fluorescencia (excitacion: 340-380 nm, la supresion de: 430
nm) y se tomaron fotografias como para otras técnicas fluorescentes con la

camara y software incorporados al microscopio.

ANALISIS ESTADISTICO:

Se describié la variable absorbancia del MTT (continua) para el
ensayo de proliferacion y viabilidad de las GMScs con medidas de tendencia
central, dispersion y posicion por concentracion de células, segun grupo al que
pertenecia (Control/Mucograft), se compararon dos grupos a iguales
concentraciones celulares: grupo a: sé6lo GMSCs en medio para concentracion
y grupo B: consistente en idénticas concentraciones celulares pero cultivadas
con la matriz de Mucograft. Por otra parte, se describio la absorbancia del MTT
en ambos grupos, independiente de la concentracion de células,

presentdndose ambas comparaciones con graficos de caja.
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Se evallo a través de un modelo de regresion lineal de efectos mixtos
las diferencias de las medias de absorbancia del MTT entre grupo control y
Mucograft ya que las mediciones se encuentran anidadas por las replicaciones,
pero no se confirmd el supuesto de normalidad de los errores posterior a la
regresion. Se evalud la mejor transformacion de la variable absorbancia, que
resulté ser la raiz cuadrada de esta, pero tampoco se logré confirmar la
normalidad de los errores, por lo que no se utilizé el pvalue asociado a esa

diferencia y se decidio trabajar con la estadistica descriptiva Gnicamente.
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RESULTADOS :

Se logro aislar y cultivar exitosamente células madres mesenquimales a
partir de muestras de tejido conectivo de origen gingival humano. A los14 dias
de cultivo del explante se observo la presencia y proliferacion de GMSCs y el
dia 28 las células gingivales se observaron con una confluencia de 70-80%,
luego fueron tripsinizadas y expandidas en un nuevo cultivo. Se utilizaron
GMSCs entre los pasajes 4 y 6 para la realizacion de los distintos experimentos
y con una viabilidad mayor al 95%. El cultivo inicial exhibié morfologia
fibroblastoide y adherencia a la superficie plastica de la placa de cultivo

(Imagen 1).

Imagen N°1: GMSCs de origen gingival durante el cultivo inicial
mediante Microscopia Optica sin contraste de fase.

A: MSCs exhiben morfologia fibroblastoide y adherencia a la superficie
plastica de la placa de cultivo con una magnificacién 10x.

B: MSCs alcanzando un 70% de confluencia con una magnificacion 10x.
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Caracterizacion Inmunofenotipica

La caracterizacion inmunofenotipica de las células gingivales madres
mesenquimales mediante citometria de flujo, demostraron marcaje positivo
para los marcadores de superficie CD13, CD75, CD90 y CD105, y negativo

para CD34, CD38 y CD45 como se observa en el gréfico 1:

Gréafico N°1: Porcentaje de expresion de Marcadores de superficie de las GMSCs Gingivales.

Porcentaje de expresion de Marcadores
% de superficie

100
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80
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60
50
40
30
20
10

CD13 CD 105 CD 38 CD 34 CD 45 CD 90 CD7/3

Proliferacion de la MSCs gingivales cultivadas con Mucograft®

Una vez que se comprobd la presencia de MSCs de origen gingival
humano mediantes las pruebas realizadas segun los criterios de la ISCT, se
realizaron los experimentos de biocompatibilidad de las células en pasaje 4 con

las matrices Mucograft®.

Bajo campana del flujo se sembraron 100.000 MSCs en pasaje 4 con
medio completo. Al cabo de una hora se incorporo la matriz a la placa y se dejo

incubando en la estufa de cultivo 37°C y 5%C0O2 (Imagen 2).
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Aproximadamente al 4° dia todos los pocillos al alcanzaron un 100% de
confluencia, por lo tanto se procedié a realizar el lavado de la matriz y su
recultivo en medio fresco y nueva placa. Las MSCs obtenidas del medio fueron
tripsinizadas y contadas. La cantidad de células presentes fue de 570.000

células.

Un dia posterior al recultivo de la matriz se observé la proliferacion celular
proveniente de celulas del interior de las matriz, lo cual demostré que existieron

MSCs en la matriz y que al realizar un nuevo cultivo comenzaron a proliferar.

Imagen 2: GMSc en cultivo con Mucograft

Diferenciacion a los linajes osteoblastico, condroblastico y adipogenico:

Las GMSCs fueron sometidas a la induccion y diferenciacién hacia los
tres linajes celulares caracteristicos de una célula estromal multipotencial
(Imagen 3A) segun el protocolo de diferenciacién establecido previamente en el
material y método. De igual forma y como un método indirecto de corroboracion
de las propiedades de las GMSCs, una vez cultivadas las células con la matriz
de Mucograft, a los 7 dias las matrices fueron sacadas de la placa de cultivo,
lavadas con PBS y puestas en una nueva placa con medio de cultivo, las
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GMSc obtenidas a partir de este cultivo (células obtenidas del interior de la
matriz de Mucograft) fueron cultivadas y amplificadas y sometidas a los
protocolos con los medios de induccion de diferenciacion y las células
preservaron en forma integra sus propiedades de diferenciacion hacia los
linajes osteoblasticos, condrogénico y adipocito (Imagen 3B), resultado que
ratifica que las células preservan su potencial de diferenciacion caracteristico

de un GMSCs.

Imagen 3: Diferenciacion a linaje osteoblastico, adipogenico y condrogenico A: control

(diferenciacion sin la matriz) B: Diferenciacién de GMSC + Mucograft
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Viabilidad y Proliferacién con MTT:

Este método se utiliza para medir supervivencia y proliferacion
celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de
formazéan producido y el color es leido con un lector de ELISA. Nuestros
resultados muestran que la proliferacion y la viabilidad de las GMSC no se ven
alteradas en presencia de Mucograft® al compararlas con la proliferacion y
viabilidad de las MSCg solas (control), es mas, la proliferacion celular se ve
favorecida por la presencia de la matriz como se puede apreciar en los Gréficos

2-3y4.

Gréfico 2: Proliferacion de GMCs en cultivo con Mucograft y control
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Gréfico 3: Viabilidad de las GMCs en presencia de Mucograft
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Grafico 4: Descripcion de la absorbancia seglin grupo(Control/Mucograft)

o 4
w |
)
a2
[1a)
M9 o .
=
Contral Mucograft

40



Histologia e Inmunofluorescencia con DAPI:

La tincion de DAPI se utiliza para tefiir los nucleos celulares de color
azul fluorescente cuando se encuentra unido al ADN. ElI DAPI se une a las
regiones de alta repeticion A=T en los cromosomas. Ademas no es visible
cuando se utiliza con un microscopio de transmisién corriente. Puede ser
utilizado en células vivas o fijadas. Como podemos apreciar en las muestras
analizadas (Iméagenes 4A-B y 5A-B) la matriz de Mucograft demuestra ser
biocompatible con las GMSC ya que posee abundante cantidad de nucleos

celulares tenidos en el interior de la matriz.

Imagen 5: Tincién de DAPI (5A) e histologia H-E Mucograft con MSCc (5B) (40X)
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DISCUSION

La ingenieria tisular representa uno de los avances mas exitantes en la
medicina regenerativa y especialmente para el manejo de la recesiones
gingivales y el aumento de los tejidos blandos en relacion a dientes e
implantes. Tanto los acercamientos terapeuticos que buscan el reclutamiento
celulas de células progenitoras como el transplante celular con células madres
mesenquimales son alternativas promisorias para lograr la completa restitucion
de los tejidos dafiados producto de la enfermedad periodontal y la investigacion

de este siglo se deberia orientar en esta direccion.

El desplazamiento del margen gingival en forma apical al limite amelo
cementario resulta en una exposicion radicular a la cavidad oral, que puede
causar problemas estéticos, sensibilidad dentinaria radicular y progresion en la

pérdida de insercion de los tejidos periodontales.

En la actualidad el gold estandar para reparar el tejido blando perdido es
la utilizaciéon de injertos autdégenos, comunmente se utiliza el tejido conjuntivo
del paladar, pero su utilizaciébn no se encuentra exenta de desventajas como lo
son: morbilidad del sitio donante, infeccién, dolor, inflamacién, rechazo
inmunolégico y ademas el paladar no es una buena zona donante ya que la
biodisponibilidad de tejido conectivo es limitada y no cubriria las demandas en
el caso de multiples recesiones gingivales®’. En este sentido, la ingenieria
tisular y la odontologia regenerativa han centrado sus investigaciones en
determinar nuevos meétodos mas previsibles sin causar morbilidad del sitio

donante.
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Asi surge la investigacion en células madres mesenquimales, las cuales
pueden ser facilmente obtenidas de distintos tejidos de nuestro organismo, son
de alta calidad, autorenovables, proliferantes y con potencialidad de
diferenciacion hacia distintos linajes celulares bajo los estimulos aprpiados y no
presentan las preocupaciones éticas y controversias en relacion a la terapia

con células madre embrionarias®'.

La investigacion en ingenieria tisular ha sugerido que las MSCs son
prometedores candidatos para reparar, regenerar o reemplazar importantes
tejidos dafiados®® como: regeneracion cardiaca posterior a un infarto agudo al

miocardio’, y lesiénes de la columna vertebral y el sistema nervioso central™*.

Un estudio realizado el afio 2008 por Mikako et al.”* demostré que las
MSCs expresan marcadores de queratina in vitro, y se demostré en heridas
que las MSCs preservan la capacidad de diferenciarse en multiples
poblaciones celulares componentes de la piel como: queratinocitos, células

endoteliales, pericitos y monocitos.

La fuente de celulas madres mesenquimales utilizadas en este proyecto
de investigacion fue el tejido conjuntivo gingival humano. Estas células aisladas
cumplieron con todos los criterios de una célula mesenquimal estromal
multipotencial estipulados por la Sociedad Internacional de Terapia Celular

(ISCT).

Una vez comprobada su caracterizacion morfologica, inmunofenotipica y
su multipotencialidad hacia distintos linajes celulares, fueron amplificadas y
utilizadas para nuestros experimentos in vitro entre los pasajes celulares 4 y 6,

y con una viabilidad mayor al 95%.
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Con el objetivo de regenerar el tejido blando perdido se han
investigando multiples biomateriales que actien como matriz de andamiaje que
permitan el transporte de las células madres mesenquimales, la proliferacion de
células viables y diferenciacion especifica para lograr asi la regeneracion de los

tejidos perdidos.

Los materiales biologicos naturales consisten en tejido de cadaver de
origen alogenico (humano) o xenogénico (porcino) que reciben distintos
tratamientos con el objetivo de producir un andamio (scaffold) acelular y
avascular. La mayor ventaja de estos materiales bioldgicos es que su
composicién y organizacion es muy similar a la dermis nativa y que parte de su
membrana basal se encuentra conservada. Varios estudios demuestran que la
presencia de una membrana basal aumenta las propiedades de adherencia,
crecimiento, extension y diferenciacion de los queratinocitos y este efecto es
asociado a la presencia de laminina y coladgeno tipo IV que posee la membrana

basal.

El uso de dispositivos xenogénicos colagenos ha sido ampliamente
investigado en el area de la periodoncia, principalmente como membranas para
los procedimientos de regeneracion 6sea guiada (ROG)(Hammerle & Jung,

2003) y regeneracion tisular guiada (RTG)(Sculean et Al. 2008).

El andamio (scaffold) coldgeno debe ser reabsorvible y otorgar un medio
adecuado para la migracion y colonizacion celular y optimas propiedades fisico
mecanicas que no permitan la deformacion de la membrana para proveer del
espacio y tiempo necesario para estabilizar al coagulo y favorecer los

mecanismos celulares implicados en la regeneracién de los tejidos.
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En general este tipo de dispositivos deberian proteger a la herida frente
a la infeccion y la pérdida de fluidos, proveer de un substrato estable y
biodegradable para la sintesis de nuevos tejidos, permitir la afluencia de células
que participan en la regeneracion y ser faciles de manipular con una adecuada

resistencia al desgarro.

Recientemente se ha desarrollado una nueva membrana colagena
xenogeénica (Mucograft®), indicada para la regeneracion y aumento de tejidos
blandos periodontales y periimplantares (Sanz et Al. 2009, Nevins et Al. 2010,
Lorenzo et Al. 2011) como para el cubrimiento de recesiones gingivales (Mc
Guire & Scheyer 2010). Esta matriz ha demostrado presentar resultados
comparables al uso de tejido conectivo autégeno cuando es utilizada en forma
combinada con el colgajo desplazado a coronario para lograr el cubrimiento
radicular como asi también en técnicas quirdrgicas combinadas indicadas para

el aumento de encia queratinizada(ref).

El objetivo de la presente investigacion fue establecer si el Mucograft es

un scaffold biocompatible con las células mesenquimales gingivales humanas.

El Mucograft® es una matriz tridimensional de origen porcino que posee
dos estructuras funcionales: una capa de fibras colagenas dispuestas en forma
compacta y un grueso andamio de caracteristicas porosas. Este andamio
poroso provee de un espacio que favorece la formacién y estabilizacion del

coagulo sanguineo y su integracién a los tejidos conjuntivos adyacentes.

Sin embargo, las matrices y su utilidad en ingieneria tisular no estan
exentas de inconvenientes ya que ellas carecen de vasos sanguineos y del

componente celular, por lo tanto, su incorporacion es lenta y depende
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exclusivamente de la infiltracion de células y vasos sanguineos desde el

periostio y el corion gingival que lo cubre y rodea.

Un estudio que analizé la biocompatibilidad del Mucograft® con
fibroblastos in vitro, demostré el crecimiento de fibroblastos humanos en el
interior de la matriz, reflejandose en un aumento de la expresion de proteinas

de la matriz como colageno tipo | y fibronectina (Mathes et Al. 2010).

Estudios de Erdaj, Sheridan y Novaes en donde comparan la utilizacién
de una matriz dermica acelular para el cubrimiento de recesiones radiculares
con y sin la adicién de fibroblastos humanos demuestran que la matriz dermica
acelular con fibroblastos resultan en una temprana vascularizacion, menor
contraccion y una reparacion mas favorable en un menor tiempo con menos
inflamacion y una apropiada incorporacion del tejido, aunque, este estudio, no

observé diferencias en relacion al cubrimiento radicular logrado.

Entonces la produccion de scaffolds hibridos in vitro capaces de reducir
los tiempos de cicatrizacion y favorecer los fenbmenos regenerativos in vivo,
mejorando la reorganizacion tisular y neoangiogénesis es un acercamiento
terapeutico que nos permitird evolucionar hacia una terapeutica regenerativa de
los tejidos periodontales mas eficiente y biolégica. Las interacciones que
ocurran entre la matriz con las células seran determinantes para la migracion,
crecimiento y diferenciacion de ellas. Asi como también para la sobrevida del

tejido, remodelacion de la matriz e integracion tisular.
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El presente trabajo demuestra que la matriz xenogénica tridimensional de
origen porcino: Mucograft® es un scaffold biocompatible para las células
mesenquimales gingivales humanas en cultivos in vitro, determinado en
términos de proliferacion y viabilidad celular del cultivo en presencia de la
matriz comparado con cultivos puros de las GMSCs y corroborado mediante las
técnicas de histologia y tincion fluorescente de los nucleos celulares de las

GMSCs (DAPI) al interior de la matriz porcina colagena.

El scaffolf Mucograft® presenta una afinidad celular apropiada que
promueve la adhesién y proliferacion celular in vitro en su interior como asi lo
corrobora la presencia de células al interior de la matriz. Al parecer la zona
funcional del Mucograft porosa y gruesa permitiria una apropiada migracion
celular, ya que matrices con un componente fibrilar densamente compactado

retardarian el fenomeno de afluencia celular (ref).

Otro objetivo planteado en esta investigacion fue el determinar si las
células cultivadas en la matriz alteran o modifican su potencial de

diferenciacion caracteristico de las células estromales mesenquimales.

Un método indirecto para comprobar este objetivo, es obtener las células
de la matriz, y sometelas a un cultivo celular con los medios de diferenciacion
especificos para cada linaje celular y observando si las células mantienen su
potencialidad de diferenciacion a distintos linajes celulares. En el presente
estudio las células mesenquimales gingivales obtenidas de la matriz
Mucograft® fueron cultivadas y diferenciadas optimamente a los linajes:
adipogenico, condrocitico y osteoblastico. Lo que demuestra que las celulas
provenientes del interior de la matriz mantienen sus caracteristicas de célula

estromal mesenquimal multipotencial.
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Aunque varios estudios han demostrado cierta eficacia de las MSCs en
terapias regenerativas de tejidos, sigue siendo controvertido si las MSCs
pueden contribuir significativamente a regenerar el tejido dafiado a través de su
transdiferenciacion o plasticidad’ en otros linajes celulares vy tejidos. Ya que su
efecto benéfico en los tejidos transplantados también podria ser el resultado
asociado a la capacidad que poseen las MSCs para secretar factores
angiogénicos, tales como factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) que favorecen el medio ambiente circundante a las MSCs
con sefales estimulantes que promueven a la proliferacion celular y

regeneracion tisular.

Se requieren de estudios adicionales que analicen los marcadores
celulares que expresan estas células al interior del scaffold, sus curvas de
proliferacion y viabilidad celular en el tiempo como también su potencial de
diferencién a otros linajes celulares y cobmo se ven afectados por el scaffold. Se
debe determinar cuél es el rol de las células mesenquimales gingivales
humanas y como podrian participar estas células en la generacién de sefiales
celulares y sintesis de factores de crecimiento que promuevan la regenracién

tisular.
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CONCLUSION:

El mucograft® fue utilizado como un sustrato de cultivo celular para
expandir las células mesenquimales gingivales humanas y como un potencial
vehiculo para el trasplante de GMSCs para la regeneracion del tejido gingival.
Esta matriz tridimensional es biocompatible con las células mesenquimales
humanas promoviendo su proliferacion sin afectar su viabilidad y sus
propiedades de multidiferencion a los linajes: osteoblastico, condrogénico y
adipogenico in vitro. Por lo tanto poseeria un potencial para promover el
aumento del tejido blando y acelerar la regeneracion y/o cicatrizacion del tejido
blando gingival, lo que debe ser comprobado en un modelo animal con la
matriz como mediode transporte para GMSCs marcadas para poder analizar su

comportamiento al interior del scaffold.
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