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Resumen

En el é4rea de medicina regenerativa, continuamente se buscan
alternativas para la regeneracion de diferentes tejidos corporales. En lo
que respecta al tejido 6seo se han redoblado esfuerzos debido a que los
huesos pueden sufrir dafios por diversas causas como infecciones
agravadas, dafios congénitos, accidentes y traumas. Evaluando el
potencial de diferenciacion de las células madre a diferentes lineas
celulares, en este estudio se emplearon células madre de pulpa dental
embebidas en un medio de cultivo que contiene dexametasona, acido
ascorbico y betaglicerol fosfato, sustancias conocidas por inducir la
osteoinduccion. Se empled una estructura polimérica para que fungiera
como soporte, sin embargo, esta estructura polimérica no posee las
caracteristicas mecanicas adecuadas para asemejar la resistencia de un
hueso, por lo que reforz6 con nanotubos de carbono que es un
nanomaterial que tiene con gran resistencia mecanica. Segin los
resultados de los ensayos de caracterizacién mecanicos demostraron un
incremento en el moédulo elastico. Los ensayos biolégicos demuestran
que al ser funcionalizados los nanotubos de carbono, se eliminan sus
efectos citotoxicos al observarse células vivas y en constante
proliferacién. El ensayo osteogénico pudo demostrar que se formaron
depositos de calcio, lo que sugiere que pueden ser empleados como
andamios tisulares para regenerar 6seo.

Andamios tisulares, Células madre, Osteodiferenciacién, Nanotubos
de Carbono, Regeneracion 6sea

Abstract

In the area of regenerative medicine, alternatives are continually being
sought for the regeneration of different body tissues. Regarding the bone
tissue, efforts have been redoubled due to the fact that the bones can
suffer damages due to various causes such as aggravated infections,
congenital damage, accidents and traumas. Evaluating the differentiation
potential of stem cells to different cell lines, this study used dental pulp
stem cells embedded in a culture medium containing dexamethasone,
ascorbic acid and betaglycerol phosphate, substances known to induce
osteoinduction. A polymer structure was used to act as a support,
however, this polymer structure does not have the appropriate
mechanical characteristics to resemble the strength of a bone, so it
reinforced with carbon nanotubes which is a nanomaterial that has great
mechanical resistance. According to the results of the mechanical
characterization tests, they showed an increase in the elastic modulus.
The biological tests show that when carbon nanotubes are functionalized,
their cytotoxic effects are eliminated when living cells are observed and
in constant proliferation. The osteogenic assay could demonstrate that
calcium deposits formed, suggesting that they can be used as tissue
scaffolds to regenerate bone.

Tissue scaffolds, Stem cells, Osteo differentiation, Carbon
nanotubes, Bone regeneration
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Introduccion

Se ha reportado sobre mdltiples investigaciones
sobre el potencial de las células madre para
poder diferenciarse en células Gseas gracias a
tres componentes principales: dexametasona
(Porter, Huckle, and Goldstein 2003), acido
ascorbico (Xing, Pourteymoor, and Mohan
2011) y beta glicerol fosfato (Langenbach and
Handschel 2013; Wang, Cao, and Zhang 2017);
por lo que al ser empleados en el medio de
cultivo de células madre derivados de pulpa
dental humana, se observé una preferencia hacia
la diferenciacion osteogénica gracias a los
resultados de los ensayos realizados in vitro, al
notarse la formacion de depositos calcicos
(Baykan et al. 2014).

Los materiales que se emplean en el area
médica, deben ser aprobados por la Food and
Drugs Administration (FDA), por lo que en este
estudio se empled el &cido polilactico (PLA) que
es un biomaterial biocompatible que ha
demostrado mdltiples aplicaciones en el area
médica (Rajendran and Venugopalan 2015), los
cuales debieron ser reforzados con nanotubos de
carbono (NTCs) funcionalizados para que
asemejen la resistencia de los huesos (Mukherjee
et al. 2016).

Posteriormente, lo materiales fueron
caracterizados fisica, quimica y biol6gicamente
para conocer si tendran el potencial para ser
empleados como andamios tisulares. Los NTCs
fueron funcionalizados quimicamente mediante
oxidacion &cida (Avilés et al. 2009), lo que
permitio eliminar la citotoxicidad y permitir su
biocompatibilidad al modificar quimicamente su
estructura (Vardharajula et al. 2012; Flores-
Cedillo et al. 2016).

Gracias al ensayo de vida/muerte se
comprobo la existencia de celulas vivas y con el
ensayo de von Kossa (Analysis of New Bone,
Cartilage, and Fibrosis Tissue in Healing Murine
Allografts Using Whole Slide Imaging and a
New Automated Histomorphometric Algorithm,
2016) se noté la formacion de depdsitos
minerales como el calcio que es el principal
componente de los huesos. La proliferacion de
las HDPSCs gracias al ensayo de alamar blue se
observé que estos biomateriales presentan un
ambiente favorable para que en un futuro se
puedan utilizar para regenerar defectos 0seos
empleando biomodelos.
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Descripcion del método

En este estudio se prepard un andamio con 2
gramos de acido polilactico (PLA) disueltos en
30 ml de cloroformo de grado histologico y se
dispersaron con el mismo disolvente 0.3% los
CNTs funcionalizados con HNO3z y H2SO4 para
eliminar su citotoxicidad. Posteriormente se
mezcld el polimero con los CNTs y se dejaron
por 120 minutos en un bafio de ultrasonido para
asegurar la correcta interaccion molecular de
ambas sustancias.

Se sembraron células madre derivadas de
pulpa dental (HDPSCs, por sus siglas en inglés)
y cultivadas por explante (Kawai et al. 2013)
empleando un medio de cultivo enriquecido con
dexametasona, acido ascorbico y betaglicerol
fosfato para favorecer la osteodiferenciacion de
las HDPSCs. Se realizo el ensayo microscopia
electronica de barrido (MEB) para poder
visualizar la adherencia de las células en la
estructura del andamio.

Se evalu6 la viabilidad celular con el
ensayo de vida/muerte y se cuantifico la
proliferacion celular mediante el ensayo von
Kossa hasta los 21 dias. El grupo control
empleado es el PLA puro, contra el cual se
compararon los resultados obtenidos.

Resultados y discusion

En la Figura 1 (a) se observa la microscopia del
andamio de PLA donde pueden notarse algunas
células entre las fibras del polimero y en 1 (b)
CNTSs se muestran también células adheridas a la
superficie del andamio, lo que demuestra que
con los CNTs y sin ellos, la superficie es
favorable para las HDPSCs.
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Figura 1 Micrografias en microscopio electronico de
barrido (a) PLA y (b) PLA-CNTs

En la Figura 2 (a) se observa la
microscopia de fuerza atémica con el modo
tapping del andamio de PLA donde pueden
observarse una superficie de con porosidad
homogénea y en la Figura 2 (b) los andamios de
PLA-CNTs se muestran una distribucion no
homogénea de los CNTs y una reduccion del
tamafio de poros sobre la superficie para que
permita la interaccion entre las células y sus
nutrientes.

(b)

Figura 2 Micrografias en microscopio de fuerza atémica
de campo claro (a) PLAy (b) PLA-CNTs
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En la Figura 3 se muestra el conteo de
células vivas y muertas, obteniendo un
porcentaje de viabilidad del 99 % en los
andamios de PLA, lo que no sorprende porque se
sabe que este biopolimero por si solo esta
aprobado por la FDA por su biocompatibilidad,
en los andamios de PLA-CNTSs se obtuvo un 98
% de células vivas al dia 21, lo que indica segln
lo que se ha reportado que un porcentaje superior
al 90% indica una viabilidad éptima (Niles et al.
2007), lo cual significa que los CNTs no
presentan  condiciones  significativas de
citotoxicidad.
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Figura 3 Grafico de Live/Dead al dia 21 para los andamios
de PLAy PLA-CNTs

En la Figura 4 se presentan los resultados
del ensayo de tensién de cuyo promedio se
obtuvo de 20 muestras. Puede notarse que el
Modulo elastico del PLA al introducir los CNTs
aumenta de 808.14 a 1521.25 MPa, es decir casi
una relacién de 1:2 por la adicién de los CNTs,
lo que se buscaba para poder reforzar
mecanicamente la estructura del polimero.
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Figura 4 Resultados del ensayo de tension de los
andamios PLA y PLA-CNTSs
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Al realizar el ensayo histologico de von
Kossa mostrado en la Figura 5 b, pueden
observarse manchas de color rojizo oscuro en
diversos sectores de la superficie del andamio, lo
que indica la formacién de depdsitos de calcio,
en contraste con el scaffold del PLA puro de la
Figura 5 ().

'

7
»
(b)

Figura 5 Ensayo de rojo von Kossa al dia 21 para (a) PLA
y (b) PLA-CNTs

Conclusiones

De acuerdo a las micrografias realizadas con el
microscopio electronico de barrido, se muestran
células adheridas en la superficie de los
andamios con PLA-CNTSs, lo que coincide los
resultados obtenidos en el ensayo de Live/Dead
en los que se observa que los CNTs al ser
funcionalizados elimina sus posibles efectos
citotoxicos, por lo que se podrian ser empleados
como andamios tisulares sugiriendo que estos
andamios puedan ser empleados en la
regeneracion de hueso esponjoso Yy cortical por
las caracteristicas mecanicas que adquiere al
reforzar el PLA con los CNTSs, lo que representa
un aumento en su Mddulo el&stico y por ser un
material que soporta cargas este aspecto es
fundamental.
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Al confirmarse la diferenciacion de las
células HDPSCs en osteoblastos gracias al
ensayo histologico de von Kossa, donde se
observé la formacion de depdsitos célcicos,
puede afirmarse que el medio de cultivo
adicionado con las tres sustancias osteogénicas
de &cido ascorbico, dexametasona y betaglicerol
fosfato favorece la osteodiferenciacion (Ciapetti
et al. 2012) por lo que estos andamios deberan
ser probados con biomodelos para evaluar si
efectivamente se acelera la formacion de hueso,
lo que resultaria en un material prometedor para
la regeneracion Gsea en la Ingenieria Tisular.
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