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RESUMEN

El quitosano (QT) es un biopolimero que ha sido ampliamente utilizado en aplicaciones de ingenieria de tejido 6seo,
demostrando un gran potencial para este proposito. El presente estudio tiene como objetivo desarrollar un sistema
de hidrogel entrecruzable in situ, compuesto de quitosano y nano-particulas de hidroxiapatita (HAP), un equivalen-
te al componente mineral del hueso. El quitosano fue modificado, utilizando reacciones de carbodiimida, con acido
lactobionico y acido azidobenzoico para hacerlo soluble a pH fisiologico y foto-entrecruzable, respectivamente. El
quitosano modificado fue mezclado en diferentes proporciones con HAP, y luego de una corta exposicion a luz UV,
se formaron hidrogeles. Células madre mesenquimales de médula 6sea de rata (MSC) fueron sembradas sobre estos
hidrogeles y cultivadas por 4, 10 y 16 dias, bajo condiciones osteogénicas y no-osteogénicas. A través de ensayos de
proliferacion celular, actividad de fosfatasa alcalina, y microscopia confocal, se observo que la mayoria de las for-
mulaciones soportan la adhesion y proliferacion celular, mostrando importantes interacciones célula-biomaterial,
y una diferenciacion osteogénica temprana destacada en las formulaciones 70:30 y 50:50, QT:HAP. Algunas formu-
laciones del sistema foto-entrecruzable tienen potencial en aplicaciones de ingenieria de tejido 6seo, y se propone
estudios mas detallados de diferenciacion celular.

PALABRAS CLAVE: Células Madre Mesenquimales; Hidrogeles; Quitosano; Hidroxiapatita; Ingenieria de Tejidos; foto-
entrecruzable.
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ABSTRACT

Chitosan (QT) is a biopolymer that has been used in widely used in bone tissue engineering applications, demons-
trating great potential for that purpose. Therefore, the present study aims to develop an in situ crosslinking hydro-
gel system, composed of chitosan and hydroxyapatite (HAP). Briefly, chitosan was modified, using carbodiimide
chemistry, with lactobionic and azidobenzoic acid to make it soluble at physiological pH and photo-crosslinkable,
respectively. The modified chitosan was mixed with HAP, in different proportions, and later exposed to UV light,
yielding hydrogels. Mesenchymal stem cells, from rat bone marrow, were seeded onto the hydrogels and cultured
for 4, 10 and 16 days, under osteogenic and non-osteogenic conditions. Through cell proliferation and alkaline
phosphatase activity assays, and confocal microscopy, it was observed that the majority of formulations supported
cell adhesion and proliferation, and a significant early osteogenic differentiation in formulations 70:30 and 50:50,
QT:HAP. According to these results, the proposed photo-crosslinking system has potential for tissue engineering
applications, and further specific studies are proposed for cell differentiation.

KEYWORDS: Hydrogels; mesenchymal stem cells chitosan; hydroxyapatite; tissue engineering; photo- crosslinking.
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INTRODUCCION

Eltejido 6seo presenta unalimitada capacidad auto-re-
generativa bajo diferentes condiciones, tales como las
lesiones de gran tamano, baja actividad celular, cancer,
y otras patologias. En estas circunstancias, es necesaria
la bisqueda de soluciones externas como protesis e
injertos biologico (autoinjertos, aloinjertos y xenoinjer-
tos) M, los cuales presentan diferentes limitaciones que
abarcan desde la falta de integracion con el organismo
(osteointegracion) hasta los riesgos de rechazo y trans-
mision de enfermedades 3. La ingenieria de tejidos
nace como una alternativa viable, haciendo uso de
componentes como células (progenitoras o diferencia-
das), factores de crecimiento y diferenciacion, y anda-
mios biofuncionales hechos de biomateriales -2,

En la actualidad los biopolimeros son los principales
biomateriales utilizados en el area de la ingenieria de
tejido 6seo. Esto es en parte debido a la facilidad de
modificacién, a través de la introduccion de grupos
quimicos funcionales o macromoléculas que puedan
conferir propiedades especificas, incluyendo la induc-
cion de actividades celulares de interés, como la adhe-
sion, mitogénesis o diferenciacion “. Por lo tanto,
estos biopolimeros deben ser capaces de adoptar esta
biofuncionalidad, ademas de ser biocompatibles, qui-
micamente estables, tener buenas propiedades meca-
nicas, integrarse con el tejido circundante e inducir la
regeneracion de la zona afectada ¢, Entre los biopoli-
meros mayormente utilizados en aplicaciones biomé-
dicas, se encuentra el Quitosano, y, en el caso especi-
fico de la ingenieria de tejido 6seo, este ha sido combi-
nado con la hidroxiapatita (HAP), un analogo del
componente mineral del hueso.

El QT es un polimero biodegradable derivado de la
desacetilacion parcial de la quitina, proveniente del cito-
esqueleto de los crustaceos. El QT ha demostrado ser
biocompatible y aprovechable en numerosas aplicacio-
nes biomédicas, siendo principalmente utilizado en la
ingenieria de tejido 6seo, a través de la fabricacion de

peliculas, andamios porosos, micro y nano-particulas, y
envariadas formulaciones de hidrogeles %1, Sin embargo,
el QT es soluble a pH acido, dificultando su aplicacion en
ciertos sistemas implantables, especialmente los polime-
rizables in situ. Ademas de esto, generalmente, se utiliza
un agente entrecruzante que puede conllevar ciertos
niveles de citotoxicidad, actuando en detrimento del
aspecto biocompatible del biopolimero. Como conse-
cuencia, algunos investigadores han propuesto el uso de
otros agentes entrecruzantes, y modificaciones que per-
mitan la disolucion del QT a pH fisiologico [,

Ono y col. Propusieron la modificaciéon del QT, utili-
zando quimica de carbodiimida, utilizando acido lac-
tobionico para la solubilizaciébn a pH fisiologico.
Ademas, incluye, a través del mismo mecanismo, la
modificacién con acido azidobenzoico, permitiendo
que, bajo una corta exposiciéon bajo luz UV, el QT
pueda entrecruzarse y formar hidrogeles tridimensio-
nales estables . El quitosano modificado segtn este
protocolo también ha sido utilizado como base para
recubrimientos activos sobre superficies de Ti6Al4V,
demostrando capacidad de adhesiéon y proliferacion
celular, asi como su diferenciacion osteogénica .

Por otro lado, la HAP ha sido ampliamente utilizada en
aplicaciones biomédicas, debido a su alto grado de bio-
compatibilidad y bioactividad 24, Esta ha sido empleada
en la fabricacion de diferentes sistemas de andamios,
tanto en forma de hidrogeles como en estructuras poro-
sas pre-fabricadas, con potencial para la regeneracion de
tejido 6seo 15!, En especial, las formas nano-particuladas
de HAP han demostrado mayor potencial para la diferen-
ciacion osteogénica y osteogénesis in vivo, quizas debido
a una alta actividad superficial, y estrucutra ultrafina que
emula a la estructura mineral 6sea 16171,

La HAP ha sido, a su vez, combinada con el QT para la
fabricacion de andamios biofuncionales y osteoinduc-
tivos. En este sentido, resaltan las membranas de QT y
nano-HAP para guiar la diferenciacion osteogénica de
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células madre mesenquimales '8, De igual manera,
esponjas porosas de ambos materiales han demostrado
potencial para regeneracion 6sea in vivo, a través de
diferentes modelos animales [-21, A pesar de las venta-
jas y el potencial regenerativo que puedan presentar los
andamios compuestos de QT y HAP, estos general-
mente son fabricados utilizando quitosano nativo, sin
modificacion, limitando asi su uso para aplicaciones de
polimerizacion o entrecruzamiento in situ, dadas las
condiciones de pH. El uso de un quitosano modificado
para ser entrecruzable bajo luz UV, por cortos periodos
de exposicion, y que ademas pueda ser soluble a pH
fisiologico, en combinacién con hidroxiapatita nano-
particulada podria generar hidrogeles polimerizables
in situ con un alto potencial para la regeneracion 6sea
en zonas de baja demanda mecanica. Mas aiin, estos
materiales “inyectables” podria servir de transporta-
dores (carriers) en terapias de células madre, poten-
ciando ademas el desempeio de las mismas.

Por todo lo expuesto anteriormente, en este trabajo se
estudia la interaccion entre los hidrogeles de quitosano
fotoentrecruzable y nano particulas de hidroxiapatita
(QT:HAP) con células madre mesenquimales (MSC) pro-
venientes de la médula 6sea de ratas, con el fin de evaluar
su potencial como un material osteoconductivo, inyecta-
ble, en aplicaciones de regeneracion de tejido 6seo en
zonas de baja demanda mecanica. El estudio de las inte-
racciones células- biomaterial cobra importancia puesto
que estas son de vital importancia en el desempeno celu-
lar dentro del proceso de regeneracion tisular .

METODOLOGIA

Elaboracion de los Hidrogeles de Quitosano

modificado: nano-Hidroxiapatita (QT:HAP)

Para la solubilizacién y modificacion quimica del qui-
tosano se utiliz6 el protocolo propuesto por Ono. K. y
colaboradores "; en el cual se funcionaliza el quito-
sano por medio de reacciones de carbodiimida con el
acido lactobionico y acido azidobenzoico para aumen-

tar la solubilidad del quitosano a pH fisiologico y pro-
ducir un hidrogel por fotoentrecruzamiento, respecti-
vamente. Para este proceso se utilizé quitosano con un
peso molecular promedio de 4.3x10° Da. Esta modifi-
cacion fue utilizada previamente en nuestro grupo de
investigacion, demostrando estabilidad del QT modifi-
cado luego de ciclos de esterilizacién, a través de
espectroscopiainfrarroja por Transformada de Fourier,
y resonancia magnética nuclear 2.

En la construccion de los hidrogeles se utilizé una
solucion al 2% p/v del quitosano modificado, disuelto
en agua destilada/desionizada. A partir de la misma se
tomaron alicuotas que fueron mezcladas con cantida-
des determinadas de nano particulas de hidroxiapatita
(HAP) (Sigma-Aldrich); obteniendo las formulaciones
de QT:HAP, 100:0 90:10, 70:30, 50:50 y 30:70 respecti-
vamente. Las mezclas fueron esterilizadas en un auto-
clave durante 15 min, y luego fueron colocadas bajo luz
UV (5000 pJ/cm?) por 2.5 min a fin de inducir el entre-
cruzamiento de las cadenas de quitosano modificado.

Cultivos Celulares Sobre los Hidrogeles

Células madre mesenquimales (MSC) se obtuvieron de
fémures provenientes de ratas Wistar (machos de aproxi-
madamente 9 semanas). Las células aisladas se suspen-
dieron en medio de cultivo o-MEM (GIBCO) con 10% de
Suero Fetal Bovino (SFB; GIBCO) y 10% de antibi6tico y
antimicotico (antibiotic-antimycotic 100X, GIBCO), y se
sembraron en placas de cultivo de 75 cm?. Las células
madre mesenquimales extraidas a través de esta metodo-
logia han sido previamente caracterizadas por citometria
de flujo, corroborando su linaje *?. Una vez que alcanza-
ron un 80% de confluencia, estas fueron desprendidas
enzimaticamente, utilizando tripsina (0.25 % Tripsina 0,1
% EDTA, GIBCO). Al final del segundo pase de prolifera-
cion, las MSCs se sembraron sobre los hidrogeles.

Para los cultivos celulares sobre los hidrogeles, se utili-
zaron placas de 24 pozos, con una formulacién de
hidrogel por pozo. Se utilizaron como control pozos que
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contenian exclusivamente células, sin el hidrogel. Se
sembraron de 5x103 células por cm? sobre los hidroge-
les. Luego, se permiti6 la adhesion celular por 24 h, y
una vez transcurrido este tiempo se cambi6 el medio,
esta vez utilizando medio osteogénico [medio a-MEM
suplementado con 10% SFB, 10-8 M dexametaxona
(Sigma-Aldrich), 0.05 mM Acido ascérbico (Sigma-
Aldrich) y 10 mM B-Glicerolfosfato (Sigma-Aldrich)].
Los cultivos celulares se mantuvieron por 4, 10 y 16
dias, realizando cambios de medio de las placas cada
dos dias hasta la fecha de culminacion de cada experi-
mento. Como control, se utilizaron cultivos, durante los
mismos periodos de tiempo, utilizando medio o-MEM
(control negativo de diferenciacion osteogénica).

Determinacion del niamero de células
adheridas a los hidrogeles

Una vez finalizado el tiempo de cultivo, se descarto el
medio y se reemplaz6 con agua bidestilada estéril. Con
la finalidad de inducir la lisis celular, se sometieron los
hidrogeles con las células a 3 ciclos de congelamien-
to-descongelamiento, y se desintegraron usando un
homogeneizador de tejidos (Heidolph), a 10000 rpm por
3 min, y 4 °C. El ensayo de cuantificacion de ADN se
realiz6 utilizando el método Pico Green® (Invitrogen),
una sonda fluorescente que se adhiere al ADN de doble
cadena. La fluorescencia fue medida a 490 nm de exci-
tacion y 520 nm de emisién en un lector de placas
TECAN, Infinitie200, y se utilizaron soluciones conoci-
das de AADN para realizar la curva patron. El niimero de
células se calcul6 utilizando la cantidad total de ADN
determinado en la muestra, dividido por la cantidad de
ADN contenido en una célula, el cual fue previamente
determinado en el laboratorio en un valor de 3 pg.

Determinacion de la actividad de
fosfatasa alcalina (ALP)

Los lisados obtenidos para el ensayo de cuantifica-
cion de ADN se utilizaron también para la determina-
cién de la actividad fosfatasa alcalina, un marcador de
diferenciacion osteogénica temprana. Este parametro

se midi6 mediante el uso de un ensayo espectro-
fotométrico, el kit empleado fue: “Alkaline Phosphatx
Yellow (pNPP) liquid substrate system for ELISA”,
(Sigma), utilizando p-nitrofenol para realizar una
curva patron. Alicuotas de 80 ul de muestras y de solu-
ciones patron se agregaron en una placa trasparente de
96 pozos, junto con 5 mM MgCl2, 0.5 M de 2-ami-
no-2-metil-1-propanol y 100 ul de la solucion sustrato
(5 mM paranitrofenilfosfato). Después de transcurri-
dos 30 minutos, la reaccién se detuvo mediante la
adicién de 100 ul de 0.1 M NaOH. Se ley6 la absorbancia
405 nm. La actividad de ALP se calcul6 usando la con-
centracion de p-nitrofenol dividida entre el nimero de
células y el tiempo de reaccion (30 min).

Evaluacion de la morfologia celular por
microscopia confocal

Culminados los tiempos de cultivo estipulados, las
muestras fueron lavadas en solucién buffer fosfato
salino (PBS) y fijadas en 3.7% para-formaldehido por 10
min, seguida de lavados con PBS (2 x 10 min cada uno).
Las células se permeabilizaron en 0.1% Triton-X 100 en
PBS por 3 minutos a temperatura ambiente y tres lava-
dos sucesivos en PBS. Se realiz6 el marcaje con 2 unida-
des de faloidina BODIPY FL (Invitrogen), una sonda
fluorescente especifica para los filamentos de actina
del citoesqueleto, diluidas en albumina de suero bovino
(Sigma-Aldrich) (BSA1% en PBS). Por altimo, se realiza-
ron lavados en PBS (3 x 10 min cada uno). Para visuali-
zar las células se utilizo un microscopio confocal
marca Nikon TE200, con longitudes de onda de excita-
cion y emision de 558 y 569 nm, respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Elaboracion de Hidrogeles de Quitosano
modificado: Hidroxiapatita (QT:HAP)

Los hidrogeles se realizaron a través del foto-entre-
cruzamiento del QT modificado, encapsulando las
nanoparticulas de HAP en el entramado molecular.
Esto se realiz6 previo al cultivo celular, manteniendo
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los andamios en PBS durante un tiempo igual al esti-
pulado para los ensayos de adhesion y proliferacion
con la finalidad de determinar cuales formulaciones
serian estables durante el tiempo de cultivo. Es impor-
tante destacar que se realizaron otras formulaciones
diferentes a las mostradas, con una mayor cantidad de
HAP (20:80 y 10:90); sin embargo, estos no fueron
estables en el tiempo, notandose una desintegracion
significativa para el dia 10, que puede deberse a un
exceso de HAP que interfiera con el proceso de entre-
cruzamiento de las cadenas de QT. Los hidrogeles con
las formulaciones presentadas mantuvieron su forma
y apariencia (Figura 1), siendo estos incubados a 37°C
en PBS, demostrando que los mismos mantendrian su

integridad durante los 16 dias de estudio.

FIGURA 1. Hidrogeles de quitosano fotoentrecruzable e
hidroxiapatita a proporciones QT:HAP de 100:0, 90:10,
70:30, 50:50, 30:70, incubados en PBS a 37 °C.

Ensayos de Adhesion

y Proliferacion Celular
Las células madre mesenquimales (MSC), en cada
pase de proliferacién, presentaron una morfologia
fibroblastoide caracteristica que se mantuvo durante
los tres pases de proliferacion (Figura 2). Al momento
de ser sembradas las células sobre los hidrogeles, se
corrobord que estas mantuviesen dicha morfologia y
de tener una poblacion suficiente para el estudio,

hecho que se confirmé contando en una camara de
Neubauer, utilizando el método de exclusion de azul
de tripano. Es importante destacar que las MSCs aisla-
das utilizando el protocolo empleado en este estudio
resultaron positivas para marcadores tipicos de este
linaje como el CD90 y CD29 [23],

b)

FIGURA 2. Células madre mesenquimales de médula dsea de
rata. Vista directa por uso del microscopio invertido.
Aumento 10X. MSC en (A) segundo y (B) tercer pase deproli-
feracion de las MSC, aproximadamente 80% de confluencia.

Proliferacion y diferenciacion temprana
de las células sobre los hidrogeles

Durante el procesamiento de las muestras con el
homogenizador de tejidos, se observd que tanto los
hidrogeles en medio o-MEM, como los que no tenian
células, se disgregaban en particulas finas; mientras
que los hidrogeles en medio osteogénico fueron mas
dificiles de disgregar. En la Figura 3, se muestra la pro-
liferacion celular obtenida sobre cada una de las dife-
rentes formulaciones. La Figura 3A representa la proli-
feracion celular en medio osteogénico, mientras que la
Figura 3B representa la proliferacion celular en medio
a-MEM, como control negativo de diferenciacion.

La tGnica composicion que presenté el mismo com-
portamiento bajo todas las condiciones de cultivo es la
de 90:10, en donde siempre hubo una disminuciéon del
namero de células del dia 4 al dia 10 y un posterior
aumento de las mismas en el dia 16. En general, no se
observan diferencias marcadas en los niveles de proli-
feracion para las diferentes condiciones y formulacio-
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nes, y es importante destacar que él nimero de células
obtenido en cada una de las formulaciones fue mucho
menor a las sembradas en los hidrogeles inicialmente.
Solo se encontré una proliferacion marcada en los
pozos control en medio o-MEM, en donde los valores
obtenidos, luego de 16 dias, fueron aproximadamente
el triple de los iniciales.

La actividad de fosfatasa alcalina se utiliza como un
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marcador de diferenciacion osteogénica temprana 22,
En medio osteogénico (Figura 3C), se observa una acti-
vidad significativamente mayor en el dia 4 para las
formulaciones 90:10, 70:30 y 50:50, con respecto a los
otros tiempos de cultivo (10 y 16) (p< 0.05). En el caso
del medio o-MEM, se observa una aparicion de activi-
dad ALP en los dias 10 y 16, con la excepcion de la
formulacion 30:70, que present6 una actividad signifi-
cativa en el dia 4 (Figura 3D).
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FIGURA 3. Proliferacion celular reportado como el niimero de células en los hidrogeles a diferentes composiciones de QT:HAP a

los 4, 10 y 16 dias en medio osteogénico (A) y medio a-MEM (B). Se reporta la actividad de fosfatasa alcalina como un marcador

de diferenciacion temprana, de las células cultivadas sobre los hidrogeles a diferentes composiciones QT/HAP en medio osteo-

génico (C) y medio a-MEM (D). Con n= 3 de cada una de las réplicas.
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Evaluacion de la Morfologia Celular e
interaccion con biomaterial

Este ensayo se realizé en cada una de las formulacio-
nes y tiempos de cultivo a fin de evaluar posibles la
interacciones células-biomaterial. En cada una de las
composiciones evaluadas de los diferentes hidrogeles,
se observo una forma cuboidal, y al final de los dias de
experimentacion; se not6 la formacion de agregados
celulares. En el dia 4 (Figura 4), se observa que no hay
diferencias en la morfologia de las células, en las dife-
rentes formulaciones. En estas, las células presentaron
numerosos filopodios, y es apreciable un aumento en
la densidad celular superficial (nimero de células por

superficie) a mayores concentraciones de hidroxiapa-
tita en el sustrato (70:30 y 30:70).

FIGURA 4. Evaluacién morfolégica, por medio de microsco-
pia confocal, de la diferenciacion osteogénica de las MSC
sobre los hidrogeles QT:HAP. dia 4. (A). 100:0, (B). 90:10

(C). 70:30 (D). 30:70, no se pudo obtener imagen en la
composicion 50:50.

Para el dia 10 (Figura 5), se apreci6é una disminucion
en la densidad superficial, pero fueron notables dife-
rentes planos visuales cuando se desarroll6 la micros-

copia confocal; esto es un indicio de que muchas de las
células lograron penetrar la matriz. En este punto, se
continud apreciando una mayor densidad celular a mas
altas concentraciones de HAP, particularmente para
30:70; adicionalmente una mayor cantidad de filopo-
dios en todas las concentraciones en comparaciéon con
las imagenes obtenidas con este sustrato en el dia 4.
Para el dia 16 (Figura 6), la visualizacion de las células
se dificulté para las composiciones 90:10 y 30:70,
haciéndose notable una disminuciéon en la densidad
celular superficial. En esta oportunidad, para las for-
mulaciones 70:30 y 50:50 la morfologia fue mas cuboi-
dal y se observan agregados celulares, hecho que se dio
con mayor preponderancia en los hidrogeles 30:70.

Para ser utilizados en ingenieria de tejidos, los andamios
deben cumplir una serie de condiciones que permitan su
adecuado desempeiio en aplicaciones terapéuticas, tales
como permitir la adhesion, proliferacion y diferenciacion
celular #2324, El hidrogel utilizado en este trabajo tiene QT
modificado como componente principal, con la encapsu-
lacién de nanoparticulas de HAP, en distintas proporcio-
nes (90:10, 70:30, 50:50, 30:70), dentro la red polimérica.

Los biomateriales deberan proporcionar microambien-
tes que imiten al nicho fisiologico de las células; en base
a la composicion y estructura de los mismos, se van a
transmitir sefales especificas, las cuales van a desenca-
denar reacciones bioquimicas 4. El proceso de interac-
cion celular con el material es dinamico y va a depender
de varios factores que van a implicar una respuesta
celular; este proceso se puede dividir en diferentes
eventos. El primer evento es el contacto de la célula con
el medio de cultivo, seguido de la adsorcion de las pro-
teinas de superficie al material; posteriormente ocurre
la fase de contacto de las células, produciéndose de
forma rapida. La fase de adhesion celular se lleva a cabo
en periodos mas largos e involucra moléculas de adhe-
sion y del citoesqueleto (como filamentos de actina), los
cuales van a interactuar para producir una respuesta
bien sea en proliferacion o diferenciacion celular 24,
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Es importante recordar que para la construccion de los
hidrogeles no se utilizé un agente entrecruzante toxico,
como el glutaraldehido, sino que el entrecruzamiento se
llevé a cabo por medio de una reaccién de fotopolimeri-
zacion entre las cadenas del quitosano. Esta reaccion es
posible debido a la modificacion quimica realizada al
quitosano en donde se produce un foto-entrecruza-
miento en presencia de luz UV; ademas de esto, se ha
modificado para hacerlo soluble a pH fisiologico dado
que el quitosano es generalmente soluble en medio
acido; estas modificaciones fueron llevadas a cabo por
medio del uso de un agente intermediario (EDC, N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydro-
chloride), el cual es un activador de los acidos carboxili-
cos presentes en las moléculas de acido lactobionico y

acido azidobenzoico, permitiendo la formacion de com-
puestos intermediarios, y debido a caracteristicas pro-
pias de este reactivo, no forma parte de la estructura
quimica del producto final [0 25261,

Varios autores han reportado fuertes interacciones
entre el QT y la HAP, mostrando que no se presentd
separacion de fases; y que, al formar la matriz de QT,
las particulas de HAP quedaban dispersas en la mezcla
de forma uniforme 2731, Sin embargo, en los estudios,
la HAP sintética fue combinada con QT no modificado,
a diferencia del utilizado en el presente trabajo. Estos
hidrogeles de QT: HAP se utilizaron como andamios
para el cultivo de MSC, demostrando gran potencial
para aplicaciones biomédicas.

Xy:20 um

FIGURA 5. Evaluacion morfolégica, por medio de microscopia confocal, de la diferenciacion osteogénica de las MSC sobre los
hidrogeles QT:HAP, dia 10. (A). 100:0, (B). 90:10, (C). 70:30, (D). 50:50, (E). 30:70.

De acuerdo a los resultados del presente estudio, la
eficiencia de sembrado (ntimero de células adheridas
sobre el nimero de células inoculadas) fue bajo. Esto
puede deberse al hecho de que los biopolimeros son
generalmente materiales inertes, con pocos grupos fun-
cionales, como las aminas, que pueden interactuar con

los receptores de tipo integrina, mediadores de la adhe-
sion celular, afectando asilas interacciones iniciales con
el material 2. Esta propiedad ha sido reportada ante-
riormente por varios autores, quienes han demostrado
que la superficie, composicion, y relieve pueden conlle-
var a la adhesion, proliferacion y diferenciacion celular
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(33341, Ta falta de un aumento significativo en el nimero
de células en algunos grupos, también podria implicar,
potencialmente, un proceso de diferenciacion avan-

zado en las etapas tempranas del cultivo.

FIGURA 6. Evaluaciéon morfoldgica, por medio de microsco-
pia confocal, de la diferenciacion osteogénica de las MSC,
sobre los hidrogeles QT:HAP, dia 16. (A). 90:10, (B). 70:30,
(€). 50:50, (D) 30:70. No se observaron células en 100:0.

Es posible que el proceso de osteogénesis in vitro se
haya activado poco después del sembrado sobre los
hidrogeles. Es importante destacar que, in vitro, la pro-
liferacién de las MSC disminuye significativamente
cuando estas se encuentran en un proceso de diferen-
ciacion avanzada *?. Esta hipétesis de diferenciacion
temprana se corrobora, en muchos grupos, por una
actividad de ALP marcada en el dia 4 de cultivo.

Solo en el pozo control se observo el aumento en la
proliferacion celular sostenido durante el periodo de
tiempo evaluado, el cual es un comportamiento tipico
de las MSC en las cuales no se ha activado la cascada de
diferenciacion osteogénica. Dado que la HAP es un
fosfato de calcio, el cual es considerado como un mate-

rial ceramico bioactivo, su presencia en los hidrogeles
tiende a estimular la diferenciacién temprana hacia el
linaje osteogénico, como ha sido demostrado en varios
estudios en donde la HAP produce la formacion de
hueso en procesos in vivo B% 3¢, hecho que queda
demostrado en este estudio, al obtener actividades de
ALP mayores en muchas de las formulaciones con HAP
(90:10, 70:30 y 50:50), con respecto a los controles de
quitosano solo y la placa de cultivo (Figura 3C).

La morfologia de los andamios o sustratos, es un factor
importante para que ocurra el proceso de interaccion
células-biomaterial. Ya en el paradigma de la ingenieria
de tejido 6seo, la cual se basa en el aislamiento y expan-
sion de las MSC que son sembradas en matrices biode-
gradables 135 3¢ Jos biomateriales van a suministrar no
solo el microambiente de las mismas para que permitan
su diferenciacion, sino que pueden contener factores
que lo induzcan. Durante el proceso de osteodiferencia-
cion, las MSC van perdiendo su morfologia fibroblas-
toide para convertirse en osteoblastos de morfologia
cuboidal, formando agregados o nédulos y aumentando
la expresion de fosfatasa alcalina para la posterior mine-
ralizacion de la matriz extracelular 9. Inicialmente las
células presentaron una morfologia diferente a la fibro-
blastica con tendencia a una morfologia cuboidal, indi-
cando un posible proceso de diferenciacion temprana.
En la etapa inicial del cultivo las células se ven extendi-
das sobre las superficies de los hidrogeles con un arreglo
claro de los filamentos de actina, generalmente en para-
lelo, hasta formar filopodios, una senal clara de fuertes
interacciones célula-biomaterial, que se da a través de
los receptores de tipo integrina e interacciones tipicas
debido a cambios morfologicos del citoesqueleto 1“9, Es
dificil definir a este punto qué componente de los hidro-
geles es mayormente responsable por las interacciones;
sin embargo, ha sido ampliamente reportado el papel de
la topografia superficial sobre la adhesion, e incluso
diferenciacion celular. Materiales y superficies nano-es-
tructuradas de HAP son capaces de sostener mayores
grados de diferenciacion osteogénicas 4041,
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Es claro que los resultados de proliferacion, actividad
de fosfatasa alcalina y morfologia celular apuntan
hacia una hipétesis de diferenciacion celular tem-
prana. A futuro, seria interesante estudiar mas a fondo
este proceso de diferenciacion, realizando cultivos por
tiempos menores a los considerados en este trabajo.
Sin embargo, los resultados de este estudio demues-
tran, fuerte interacciones entre las células y los hidro-
geles compuestos después de los 4 dias de cultivo, e
indican una diferenciacion osteogénica significativa,
lo que implica que las formulaciones planteadas
podrian ser utilizadas como hidrogeles foto-polimeri-
zables in situ para la regeneracion de tejido 6seo.

CONCLUSIONES
Los resultados encontrados en el presente trabajo
tanto de proliferacion y actividad de ALP, como los
obtenidos por microscopia confocal se compaginan

para indicar un proceso acelerado de diferenciacion
osteogénica, con fuertes interacciones células-bioma-
terial. Las composiciones 70:30 y 50:50 parecieron ser
las mas apropiadas para proliferacion y diferenciacion.
De esto, se puede concluir que el material compuesto
de QT foto-entrecruzable y nano-particulas de HAP
tiene un gran potencial para ser utilizado como un sis-
tema de hidrogel polimerizable in situ para la regene-
racion de tejido 6seo en zonas de baja demanda meca-
nica. Se propone asi un estudio mas detallado de
caracterizacion del material, y de la diferenciacion
osteogénica utilizando marcadores moleculares.
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