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Trabajo de Investigacion

Proliferacion de células madres mesenquimales obtenidas
de tejido gingival humano sobre una matriz de quitosano:
estudio in vitro
Proliferation of mesenchymal stem cells from human gingival tissue on chitosan
scaffold: an in vitro study

Hernandez B M', Inostroza V C?, Carriéon A F3, Chaparro P A*, Quintero H A%, Sanz R A2

RESUMEN

Objetivo: Comprobar la proliferacion de células madres mesenquimales (MSCs) provenientes de tejido conjuntivo gingival humano sobre una matriz
de quitosano. Método: Estudio experimental in vitro en el cual se aislaron MSCs a partir de cultivos por explante de tejido conjuntivo gingival. La
presencia de MSCs, se caracterizd6 mediante citometria de flujo, utilizando para ello anticuerpos CD34, CD45, CD73, CD90, CD105, diferenciaciéon
hacia tres linajes celulares: adipocitos, osteoblastos y condroblastos. La diferenciacion fue corroborada mediante microscopia 6ptica con tinciones Oil
Red, Alizarin Red y Safranina O respectivamente. La matriz de quitosano fue analizada mediante microscopia optica. Las MSCs en pasaje 5, fueron
sembradas en presencia de la matriz de quitosano. La proliferacion de las células madres fue analizada mediante microscopia 6ptica y tincion con
cristal violeta. Resultados: A partir del explante de tejido gingival humano se obtuvieron MSCs, que cumplieron con los criterios de caracterizacion
morfolégica y fenotipica correspondiente a una MSC. Las MSC adoptaron una morfologia fibroblastoide, adherencia al plastico, confluencia de un
80% y sobre un 90% expresaron los marcadores CD73, CD90 y CD105 y bajo un 10% fueron negativas para CD34, y CD45 por técnica de citometria
de flujo. Las MSC cultivadas en presencia de quitosano proliferan, sin embargo observamos que a mayor concentracién de quitosano en el cultivo
disminuye la proliferacion y densidad celular. La matriz de quitosano en presencia del medio de cultivo pierde sus propiedades fisicas, disolviéndose y
formando un gel no transportable. Conclusiones: A pesar de existir proliferacion celular de MSCs de origen gingival humano en presencia de la matriz
de quitosano, su utilidad como andamiaje y medio de transporte de MSC es deficiente debido a que se alteran sus propiedades fisicas, disolviéndose
y formando un gel no transportable en contacto con el medio de cultivo.
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ABSTRACT

Aim: The purpose of this study was to assess the proliferation of mesenchymal stem cells (MSCs) from human gingival tissue on chitosan matrix.
Methods: Experimental study in vitro. Gingival connective tissue samples were obtained from healthy volunteers from the maxillary tuberosity. The
explants were minced and cultured on tissue culture dishes. MSC were characterized by flow cytometry using markers for CD34, CD45, CD73, CD90,
CD105 and for differentiation into, adipogenic, osteogenic and chondrogenic lineages. The tissue differentiated was analyzed with light microscopy
and evaluated by culture staining using Oil Red, Alizarin Red y Safranina O respectively. MSC from passage 5 were cultured with chitosan scaffold.
Proliferation of MSC was analyzed with light microscopy and crystal violet staining. Results: MSCs were obtained from gingival explants, and developed
the standard of the morphologic and phenotypic characterization as a stem cell. The MSC adopted a fibroblastoid morphology, adherence to plastic,
confluence of 80% and over 90% were consistently positive for CD90, CD105, CD73 markers and under 10% were negative for hematopoietic markers
CD34 and CD45 by flow cytometry analysis. The MSC cultured in presence of chitosan matrix proliferated, however complete medium, it was dissolved
forming a gel structure. We also observed that at higher concentrations of chitosan, MSC has less density and growth. Chitosan matrix in presence of
cell culture medium loses physical properties, dissolving and forming a non-transportable gel. Conclusions: Despite the existence of proliferation of
MSCs from human gingival tissue with chitosan matrix, its ability to act as a cell carrier and scaffold is deficient, since its physical properties are altered,
dissolving and forming a non-transportable gel in contact with cell culture medium.
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INTRODUCCION

La enfermedad periodontal es una enfermedad inflamatoria
multifactorial que afecta los tejidos de proteccion y soporte del diente™.
La periodontitis, se caracteriza por la pérdida irreversible del tejido de
insercion y 6seo que dan soporte a las piezas dentarias y pueden causar
su pérdida, la cual muchas veces genera un defecto éseo remanente
que impide la rehabilitacion mediante la instalacion de implantes de
titanio oseointegrados. Es asi, como la recuperaciéon del tejido dseo
perdido, representa un gran desafio para la profesion odontolégica. En la
actualidad, la mayoria de los tratamientos se basan en el uso de injertos

biocompatibles. El trasplante de hueso autélogo es el injerto de eleccién
y se considera el “gold standard” debido a su excelente tasa de éxito, ya
gue presentan la habilidad de estimular la nueva formacién 6sea mediante
el reclutamiento de células madres mesenquimales (MSCs) del huésped
presentes en el periostio?, teniendo asi gran histocompatibilidad y bajo
riesgo de transmision de enfermedades. Sin embargo presenta limitada
biodisponibilidad y su utilizacion aumenta la morbilidad del sitio donante®.
Es por esto que se ha recurrido al uso de injertos alogénicos, los cuales
derivan de otro individuo de la misma especie, permitiendo reconstruir
grandes defectos. El problema que presenta el uso de estos trasplantes
es que existe la posibilidad de transmisién de enfermedades,
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rechazo por el sistema inmune del individuo receptor y frecuentemente
presentan un escaso o nulo potencial regenerativo“5®. Debido a las
complicaciones que presentan y al éxito limitado de estos procedimientos,
existe la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas con
el fin de obtener resultados regenerativos eficientes a través del uso
de mediadores bioldgicos e ingenieria tisular®. La ingenieria tisular
representa una nueva linea de investigaciéon emergente, que asiste y
acelera el proceso de regeneracion y reparacion de los tejidos dafados
en base a la potencia innata que posee cada individuo en su reparacion.
El sustento biolégico, es la utilizacion de células madres frescas, con
su posterior expansion, diferenciacion y modificacion genética para la
expresion de factores de crecimiento claves®.En relacion a lo anterior,
diversos estudios han demostrado que células madres mesenquimales
pueden ser obtenidas a partir de diferentes tejidos humanos', tales como:
médula dsea®™), tejido adiposo('?, cordédn umbilical'*', placenta>'®)
y piel e incluso a partir de tejido conectivo gingival, como lo ha
demostrado nuestro grupo de investigacion(®). Estas células presentarian
un gran potencial de proliferacion®, lo que permitiria una reparacion de
alta calidad, regenerando las estructuras perdidas en cuanto a funcién y
arquitectura, devolviendo ad integrum todos los tejidos dafiados, como el
hueso alveolar, tejido conectivo de insercion y distintos tipos de mucosa
oral®. Con el objetivo de regenerar los tejidos periodontales, se estan
investigando distintos biomateriales en los cuales puedan proliferar las
células madres viables, y ser transportadas hacia un sitio en el cual se
mantengan sin diseminarse y logren la regeneracién de los defectos
periodontales, gracias a la vascularizacion de la zona('?.

Uno de los materiales en estudio es el quitosano, un polimero
biodegradable y natural proveniente de la quitina, componente natural
de la concha de crustaceos®2). Es un biomaterial, que ha demostrado
ser biocompatible y que no genera una reaccion inflamatoria®@®,
convirtiéndose asi en una herramienta Util para la ingenieria tisular. El
objetivo del presente estudio experimental in vitro fue determinar la
utilidad de la matriz de quitosano como vehiculo de transporte de células
madres de origen gingival con el fin de ser utilizadas para la regeneracion
de tejido 6seo.

MATERIAL Y METODO

Obtencion de Tejido Gingival

La toma de muestra gingival se realiz6 en las dependencias
del Centro de Salud de la Universidad de los Andes en San Bernardo
para su posterior cultivo en el Centro de Biologia y Regeneracion Oral
(CIBRO) de la Facultad de Odontologia de la Universidad de los Andes.
Las muestras de tejido gingival fueron obtenidas de mucosa oral a nivel
distal del segundo molar superior de pacientes sanos voluntarios, previa
firma de un consentimiento informado y aprobacién del comité de ética
de la Universidad de los Andes. Los pacientes recibieron anestesia local,
previo cepillado de dientes y enjuague con colutorio de clorhexidina al
0.12%, para luego ser extraido un trozo de tejido de aproximadamente
1x1x2 mm mediante técnica atraumatica, con la utilizacion de bisturi
estéril N°12 y 15 y sutura simple.

Una vez obtenido el tejido gingival, se removio el epitelio en
forma quirdrgica con hoja de bisturi estéril numero 15¢, para luego ser
depositado en un recipiente de 5 ml con 2 ml de medio de cultivo completo
estéril compuesto por: “o-MEM” mezclado con antibidtico Penicilina/
Estreptomicina (GIBCO, Invitrogen) y suero fetal bovino al 10%@2.
Luego, la muestra de tejido gingival fue trasladada inmediatamente al
Laboratorio para su procesamiento.

Cultivo Celular y Obtencién de Células Madres

Una vez en el laboratorio, el tejido fue procesado de acuerdo
a protocolos previamente establecidos en nuestro laboratorio para
la obtencion de MSCs("®. Para ello, la muestra fue lavada 7 veces en
tubos de 15 ml con 5ml de solucién salina fosfatada buffer (PBS) 1X +
antibiético (Penicilina y Estreptomicina).

Posteriormente, el explante fue cultivado en una placa de
cultivo celular con 3 ml de medio completo e incubado a 37°C con aire
humidificado y 5% de CO,. El explante fue retirado de la placa una vez
observado el crecimiento celular. El medio de cultivo fue renovado cada
3-4 dias. La placa sembrada fue incubada hasta que se observé un 80%
de confluencia celular. Luego las células fueron lavadas con PBS 1Xy se
sometieron a un proceso de separacion de ellas del plastico con1ml de
tripsina 1X (Triple Sec GIBCO) durante 4 minutos. Una vez comprobada
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la separacion celular en el microscopio 6ptico, se agregdé 1ml de medio
de cultivo completo y las células fueron colectadas en un tubo de 15
ml para luego ser centrifugadas durante 7 minutos a 1700 rpm. Una
vez centrifugadas, se procedié a realizar el conteo y viabilidad celular
en camara de Neubauer. Una vez contadas las células, se cultivaron
en un frasco de cultivo de mayor superficie (25 mm?) para permitir su
proliferacién, con medio de cultivo completo a una densidad de 10.000
cel/cm? (Pasaje 0). Se repitio el procedimiento de tripsinizacion y cultivo
hasta llegar al pasaje 4. Con el fin de corroborar la presencia de células
madres mesenquimales en el cultivo, estas fueron evaluadas de acuerdo
a los criterios internacionales establecidos por “The International Society
for Cellular Therapy Position Statement” los cuales son: a) presencia
de morfologia fibroblastoide, b) adherencia al plastico, c) diferenciacion
hacia tejido osteogénico, condrogénico y adipogénico y d) presencia de
los marcadores CD73, CD90 y CD105 y ausencia para CD34 y CD45@),

Caracterizacion Inmunofenotipica

La caracterizacién de las MSCs derivadas de tejido gingival
en pasaje 4 fue realizada mediante citometria de flujo utilizando el
siguiente panel de anticuerpos conjugados con fluoresceinisothiocyanate-
(FITC), phycoerytrin-(PE) o peridinin chlorophyliprotein(PerCP): anti-
CD34 (BeckmannCoulter),anti-CD45 (Beckmann Coulter), anti-CD73
(BDPharmingen), anti-CD90 (BDPharmingen) y anti-CD105 (Caltag)®. La
adquisicion y analisis de las muestras fue realizada utilizando un citémetro
de flujo marca Coulter Epics-XL (Coulter Corporation, Florida, USA).

Ensayos de Diferenciacion

Las células gingivales mesenquimales en pasaje 4 y con
una confluencia del 80% fueron sembradas en 3 placas diferentes,
modificando los medios de cultivo con reactivos que estimularan la
diferenciaciéon adipogénica, osteogénica y condrogénica de las células
mesenquimales. Durante la diferenciacion se realizé cambio de medio
fresco de diferenciacion cada 4 dias. La duracién del proceso varié
segun el medio de diferenciacion utilizado.

a) Diferenciacion Osteogénica: Se sembraron células en pasaje 4 en
una densidad de 35.000cel/cm? en placas de 4. Se incubd en la estufa
a 37°C con 5% CO, toda la noche. Al dia siguiente, se observaron
las células al microscopio 6ptico. Al alcanzar el 100% de confluencia,
(aproximadamente el segundo dia) se agregé 500 pl de medio de
diferenciacion con (aMEM, SFB 10%, Penicilina y Estreptomicina al 1%),
dexametasona (0.1 yM), B-Glicerofosfato (10 Mm), ascorbato-2 fosfato
(50pg/ml). Este ultimo se agrego dia por medio durante todo el proceso
de diferenciacion. Se mantuvieron incubadas en estufa a 37°C con 5% de
CO, durante todo el proceso, y se realizé cambio de medio cada 4 dias.
Cuando se observaron cumulos de minerales y cristales birrefringentes
al microscopio (al cabo de 4 semanas), se realizé la tinciéon Alizarin Red.
Para ello, se preparé una solucion de Alizarin Red 40 mM en NaH?PO*
0.1 M pH 4.3. Las células en las placas fueron lavadas 2 veces con 0.25
mL/cm? de PBS vy fijadas con 0.25 mL/cm? de etanol 70% (v/v) por 30
minutos a temperatura ambiente. Luego las células fueron lavadas 2
veces con PBS, agregandoseles 0.25 mL/cm? de Alizarin Red 40 mM
que se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Las células en
las placas fueron nuevamente lavadas 2 veces con PBS y finalmente se
lavaron 5 veces con agua bidestilada. Se observé al microscopio éptico,
y se tomaron fotografias de registro.

b) Diferenciacion Condrogénica: Se sembraron células en una densidad
de 30.000 cel/10ul en forma de microgota por pocillo en placas de 4. Esto
se llevé a cabo mediante micromasas, que se incubaron por una hora
y media para luego agregarles el medio de diferenciacion que incluia:
(aMEM, SFB10%, Penicilina y Estreptomicina al 1%), Dexametasona
(0.1 pM), Insulina (5 pg/ml), TGF1 (10 ng/ml), ascorbato-2-fosfato (50
ug/ml). Estos dos ultimos se agregaron dia por medio durante todo el
proceso de diferenciacion. Se realizaron dos pruebas de diferenciacion
con sus respectivos controles negativos, los cuales sélo contenian 30.000
cel/10ul mas 500 yl de medio completo (¢MEM, SFB10%, Penicilina y
Estreptomicina al 1%), el que se cambié cada 4 dias. Se mantuvieron
incubadas en estufa a 37°C con 5% de CO, durante todo el proceso, y se
realizé cambio de medio cada 4 dias. Pasado 2 semanas, se verificd que
se hayan formado micromasas, para proceder a la tincion y comprobar
la diferenciacion hacia condrocito. Cuando se obtuvo micromasas que
mostraran cumulo celular, estas fueron tefiidas mediante Safranina O,
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preparando una solucién de safranina O al 0.1% p/v. Las células fueron
lavadas 1 vez con PBS 1X y luego fijadas con 0.15ml/ cm? de etanol al
70% v/v por 10 minutos. Se volvieron a lavar con PBS para luego agregar
0.15 ml/ cm? de safranina. Se esperd 5 minutos a temperatura ambiente
y se volvié a lavar con 0.15 ml/cm? de agua destilada. Posteriormente se
eliminé el agua destilada y se lavé 5 veces con 0.15 ml/ cm? de etanol
absoluto (100%). Las células fueron observadas al microscopio de luz
invertido con contraste de fase y fueron fotografiadas.

c) Diferenciacion Adipogénica: Se sembraron células en una densidad
de 25.000 cel/cm? por pocillo en placas de 4 pocillos. Se incubd en la
estufa a 37°C con 5% CO, durante un dia. Al dia siguiente, se observaron
las células al microscopio 6ptico. Al alcanzar el 100% de confluencia
(aproximadamente el segundo dia), se agregdé 500 pl de medio de
diferenciacion con: (¢MEM, SFB 10%, Penicilina y Estreptomicina al
1%), Dexametasona (0.1 yM), Insulina (10 pg/ml), Indometacina (0.02
mg/ml). Se realizaron dos pruebas de diferenciacién con sus respectivos
controles negativos, los cuales solo contenian 25.000 cel/cm? mas 500
ul de medio completo (aMEM, SFB 10%, Penicilina y Estreptomicina al
1%), el que se cambio cada 4 dias. Se mantuvieron incubadas en estufa
a 37°C con 5% de CO, durante todo el proceso, y se realiz6 cambio de
medio de diferenciacion cada 4 dias. Pasado 4 semanas se marco con
Oil Red para comprobar la diferenciaciéon hacia adipocito. Se prepard
una solucién de isopropanol 60% v/v a la que se agregé Oil Red O
hasta generar una solucion saturada. Luego se entibié por 20 minutos a
37°C y se filtrd por un filtro de poros de 0.2 ym para eliminar el exceso
de cristales de Oil Red O. Las células en las placas fueron lavadas 2
veces con PBS. Luego se agregé Oil Red O y se incub6 por 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacién, se lavo 2 veces con PBS y se
observaron y fotografiaron las células que presentaban gotas de grasa
tefidas de color rojo al interior de ellas.

Andlisis de la Matriz de Quitosano

a. Para el analisis de las particulas de quitosano al
microscopio 6ptico, se procedio a cortar con un bisturi estéril una lamina
de quitosano de 25 mm x 75 mm (Hem Con®), para dejar una delgada
lamina semitransparente. Luego, bajo microscopia 6ptica, se tomaron
fotografias digitales de registro.

b. Se utilizé una lamina de quitosano (HemCon®) de 25 mm x 75
mm, la cual se peso y se colocd 0.1 gr en una placa de cultivo con 3 ml de
medio completo para evaluar su comportamiento en medio liquido, ya que
el cultivo celular asi lo requiere. Al cabo de 24 horas incubada a 37°C y 5%
CO,, se observo al microscopio de luz y se tomaron fotografias de registro.

Cultivo de MSCs en Presencia de Quitosano

El quitosano se dejoé disolver en una placa de cultivo con 3
ml de medio completo y se dejo por 24 horas a 37°C y 5% de CO,. Al
dia siguiente, se verificé la disolucion del material y se calculé mediante
diluciones la cantidad de medio necesario a sacar para obtener los
siguientes porcentajes de quitosano: 2% (p/v), 1.5% (p/v), 1% (p/v),
0.75% (p/v), 0.5% (p/v), 0.25% (p/v), 0.2% (p/v), 0.1% (p/v) y 0.05% (p/v).
Luego se agregd a cada pocillo 250.000 cel/cm? en pasaje 4 y se agregd
medio fresco hasta completar 500 pl finales. Se re-suspendio todo de tal
forma que se mezclase el quitosano y las células formando una solucion
homogénea. Se realizé paralelamente un control el cual contenia 250.000
cel/cm? mas 500 ul de medio completo. Se incubd a 37°C y 5% de CO,. Se
tomaron fotografias bajo microscopia optica al dia 1,3y 7.

Con el fin de evaluar la densidad celular, las células madres
mesenquimales se tifieron con cristal violeta y se cuantificé la absorbancia
mediante un lector de ELISA a 510 nm. En una placa de 96 pocillos se
realiz6 en paralelo el mismo experimento con concentraciones de 1%
(p/v), 0.5% (p/v), 0.25% (p/v) y 0.15% (p/v) de quitosano con 35.000
cel/lcm? con sus controles respectivos. Al cabo de 4 dias se cuantificd
la densidad celular presente en los pocillos de la placa de 96 pocillos
mediante tincién con cristal violeta al 0.1%, en un lector de ELISA.

RESULTADOS

Cultivo Celular
Una vez iniciado el cultivo del explante, este fue observado
diariamente bajo microsocopia O6ptica para evaluar la morfologia

fibroblastoide y su adherencia a la superficie plastica de las células
obtenidas. A los nueve dias de cultivo se observo la presencia de células
madres mesenquimales con morfologia fibroblastide tipica. A los 15 dias
las MSCs alcanzaron un 80% de confluencia celular demostrando su
capacidad de proliferacion como lo muestran las Figuras 1Ay 1B.

b=

Figura 1A. Células explante con forma fibroblastoides adherentes al plastico
luego de 9 dias de cultivo. Microscopio éptico. Magnificacién 10X. Figura 1B.
Células explante trozado alcanzando una confluencia del 80%, dia 15, previo a
tripsinizacién. Microscopiodptico, magnificacion 20X.

Ensayos de Diferenciacion

Los ensayos de diferenciacion demostraron que las células
obtenidas fueron capaces de diferenciarse a linaje osteogénico,
condrogénico y adipogénico demostrando asi la plasticidad celular que
poseen las MSCs derivadas de tejido gingival (Figuras 2A, 2B y 2C,
respectivamente).

Figura 2A. Diferenciacion osteogénica, foco de diferenciacién tefiido de rojo con
Alizarin Red. Microscopia 6ptica con contraste de fase, magnificacion 20X. Figura
2B. Diferenciacion condrogénica, micromasa de células cartilaginosa tefiida de rojo
con Safranina O. Microscopia éptica con contraste de fase, magnificaciéon 20X.
Figura 2C. Diferenciacién adipogénica, presencia de vesiculas grasas al interior
de una células tefidas de rojo con Oil Red. Microscopia con contraste de fase,
magnificacion 40X.

Caracterizaciéon Inmunofenotipica

Las MSCs fueron analizadas mediante citometria de flujo,
demostrando aproximadamente un 99% de positividad para los
marcadores CD73, CD90 y CD105 y menos de un 3% de negatividad para
los marcadores CD34 y CD45, disponiendo asi para los experimentos
con quitosano de MSCs con una pureza de un 97%.

Analisis Microscopico del Quitosano

Luego de cortar una delgada lamina de quitosano, fue posible
observar la arquitectura de la matriz de quitosano bajo el microscopio
Optico, pesquisando la presencia de un gran ramificado que dificulta el
paso de la luz.

Al pesar 0.1 grs de la presentacion de quitosano y dejarla 24
horas suspendida en 2 ml de medio completo, se observé que ésta se
disuelve formando un gel liquido con presencia de burbujas, que se pudo
ver tanto al ojo humano como en microscopia de luz.

En cuanto a las curvas de crecimiento en relacion a la
concentracion de quitosano, se observo que a medida que se aumenta
la concentracion de quitosano (de 0.25% (p/v)) de quitosano hacia
arriba), las células adquieren una forma mas ovalada comparada con las
celulas del control, perdiendo su morfologia fibroblastoide. Por otro lado,
la proliferacion celular se ve disminuida, alcanzando una confluencia
celular del 90% en concentraciones iguales o superiores a 0.75% (p/v)
de material, a diferencia del control y las otras concentraciones inferiores
que alcanzaron un 100% de confluencia celular.

Ensayo de densidad celular con cristal violeta en relacion a la
concentracion de quitosano.
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Figura 3. Caracterizacion inmunofenotipica.

50pm

Figura 4A. Estructura de quitosano al microscopio 6ptico, magnificacion10X.
Figura 4B. Estructura de quitosano al microscopio 6ptico, magnificacion 40X.

Figura 5A. Quitosano tras 24 horas sumergido en medio completo. Microscopia
optica, magnificacion 20X. Figura 5B. Quitosano tras 24 horas sumergido en medio
completo. Microscopia 6ptica, magnificacién 40X.

Figura 6A. Curva de crecimiento 2% (p/v) de quitosano con 250.000 celicm?. Confluencia celular
100%. Microscopia dptica, magnificacion 10X. Figura 6B. Curva de crecimiento 0.25% (piv) de
quitosano con 250.000 cellcm?. Confiuencia celular 100%. Microscopia dptica, magnificacion 10X.

Hernandez B M y cols.

Grafico 1. Unidades de densidad 6ptica (D.O.) a 510 nm v/s concentracion % (p/v)
de quitosano en cultivos con 70.000 cel/cm?.

DISCUSION

La demanda por encontrar nuevas terapias para el tratamiento
de defectos dseos es altisima, existiendo asi multiples técnicas capaces
de entregar una regeneracion la cual no siempre resulta ser exitosa
como es el caso de los injertos, que presentan morbilidad del sitio
donante y rechazo inmunolégico en algunos casos. La ingenieria tisular
es una disciplina innovadora capaz de entregar una regeneracion de
mejor calidad con nula reaccion de rechazo y sin o minima morbilidad
del sitio donante dependiendo si las células obtenidas son de banco o
del propio paciente. Esta estrategia se basa en combinar células con una
matriz 3D mas factores de crecimiento®. Diversos estudios han logrado
aislar y diferenciar MSCs a partir de diferentes tejidos en los cuales se
incluye el ligamento periodontal®2629, En el afio 2010 se publico un
estudio de Mitrano et al, en el cual en el laboratorio de inmunologia de
la Universidad de los Andes, se lograron aislar y caracterizar células
madres mesenquimales provenientes del tejido gingival®.En el presente
trabajo de investigacion se logré aislar células madres mesenquimales a
partir de tejido conjuntivo gingival, lo que pudimos comprobar mediante
los parametros propuestos por “The International Society for Cellular
Therapy Position Statement”, que incluyen: Morfologia fibroblastoide,
Adherencia al plastico, Diferenciacion al menos a tres estirpes celulares,
Caracterizacion inmunofenotipica de la MSCs®.

En todos nuestros cultivos celulares se observé a partir
del noveno dia la presencia de células de morfologia fibroblastoide
adherentes a la placa con gran potencial de autorrenovacion, las que
al encontrarse en pasaje 4 de cultivo fueron diferenciadas hacia linaje
osteogénico, condrogénico y adipogénico en presencia de medios de
diferenciacion especificos, quedando demostrada su plasticidad. En
cuanto a la caracterizacién inmunofenotipica de las células en estudio,
sobre un 95% de la poblacién expres6 los marcadores CD73,CD90 y
CD105 al ser analizadas por citometria de flujo siendo negativas para
CD34 y CD45 cumpliendo lo establecido por Dominici et al, el afio
2006@%. Para que las células aisladas puedan ser llevadas al sitio en
cuestion, es necesario un material que actie como medio de transporte
celular. Una matriz ideal deberia ser absorbible y resistente a la reaccién
inflamatoria del huésped con el fin de mantener el espacio del defecto
a regenerar y asi para permitir la migracién celular®). Estudios han
demostrado que el quitosano, un polimero natural, presenta una excelente
biocompatibilidad, no es citotéxico ni presenta inmunogenicidad siendo
un buen candidato para la reparacién de defectos 6seos®. Es por esto
que en nuestro trabajo elegimos estudiar el quitosano como material de
transporte celular.

El analisis ultra estructural del quitosano evidencié que la
lamina de quitosano se disolvié formando un gel en presencia de un
medio completo lo que indicaria que el quitosano utilizado en este
estudio no es apto para ser utilizado como matriz ya que pierde su
solidez estructural en presencia de medio liquido siendo incapaz de
ser utilizado como transporte celular, lo que se explica en un estudio
de Costa-Pinto et al, donde se evaluaron los patrones de crecimiento
y diferenciacion osteogénica de MSCs provenientes de médula 6sea
humana sembradas en una matriz de quitosano con poliéster, debido a
que indican que el quitosano presenta limitadas propiedades mecanicas,
por lo que matrices producidas soélo de quitosano son mas dificiles de
optimizar para aplicaciones de tejido duro, requiriendo asi combinarse
con otro material@®.

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo de investigacion
con la presentacion comercial que se utilizé de quitosano, no son
comparables a los resultados obtenidos por diferentes autores, ya que en
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los estudios analizados las membranas de quitosano fueron fabricadas
por los propios investigadores, como en el estudio de Seol (2004),
donde se fabricaron esponjas de quitosano observandose proliferacion
y diferenciacion de células madres hacia linaje osteoblastico, sin
embargo este estudio no describe las caracteristicas del quitosano
utilizado ni detalla de manera especifica la forma de fabricacién de las
membranas®. En otros estudios analizados, el quitosano fue combinado
con otro biomaterial, como en el estudio de Moreau y Xu (2009), donde
se evalud la proliferaciéon y diferenciacion hacia linaje osteogénico de
MSCs en matrices compuestas de quitosano y fosfato de calcio®®.

Al utilizar distintas disoluciones de quitosano en medio
completo para realizar las curvas de crecimiento celular, se observé que
la proliferacion celular es inversamente proporcional a la concentracion
de quitosano, evidenciandose siempre mayor densidad celular y
viabilidad en los pocillos control, lo que se comprob6é mediante la
absorbancia del cristal violeta en las lecturas de ELISA. Los resultados
obtenidos de este experimento son similares a los resultados obtenidos
por Maeng et al (2009), donde se fabricaron microcamas con distintas
concentraciones de quitosano mediante electrospray, y se observé que
el nimero de células adheridas disminuia a medida que se aumentaba la
concentracion de quitosano®".

Otro aspecto importante a considerar, es que a medida que
la concentraciéon de quitosano aumenta, el fenotipo celular se altera

cambiando asi su morfologia fibroblastoide a una mas redondeada lo
que indicaria un cambio en la condicion genética celular en presencia de
grandes concentraciones de quitosano.

Labusqueda de matrices para el transporte celular eningenieria
tisular es una necesidad creciente. El quitosano ha sido propuesto como
un adecuado medio en diversas publicaciones, sin embargo en nuestra
investigacion conforme al tipo de presentacion comercial de quitosano
empleada, a pesar de existir proliferacion celular de MSCs proveniente
de tejido gingival humano a determinadas concentraciones de quitosano,
su capacidad de actuar como medio de transporte celular es deficiente
puesto que se disgrega al contacto con medio liquido, requiriendo asi
combinarse con otro material para poder ser transportado.
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