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i Resumen

En los dltimos afios se ha expandido el estudio del tejido muscular esquelético vinculado a
la ingenieria de tejidos. Esto debido a que presenta una potencial alternativa de solucién para
el reemplazo de tejidos, por dafio o defecto de los musculos y de érganos en general. No
obstante, existe otra rama menos estudiada debido a los retos técnicos que presenta, y es la
posibilidad de usar esta tecnologia de tejidos para crear carne in vitro. En este estudio se
utilizé la rama de la ingenieria de tejidos que comprende scaffolds con una estructura
tridimensional especifica cultivada con células mioblastos de la linea celular C2C12 en un
medio favorable de nutrientes, y factores de crecimiento y diferenciacion determinado. Para
estudiar el efecto de la estructura se usé un scaffold de microestructura superficial acanalada,
y otro scaffold sin estructura definida o de estructura lisa. Los scaffolds tuvieron 0, 7, 14 y
21 dias de cultivo celular para discriminar los cambios ocurridos durante el proceso de
diferenciacion y determinar el momento éptimo de maduracion muscular de las células. Se
procesaron los scaffolds con técnica histoldgica e inmunohistoquimica para realizar un
conteo celular y H-Score de los marcadores PCNA, desmina, miogenina y MYH. Con esto
se buscé una alternativa a la produccién de proteina animal como solucién a los problemas
medioambientales de la industria ganadera, la escasez de recursos naturales, el maltrato
animal y las enfermedades transmitidas por el consumo de carne animal. Los resultados
muestran que los scaffolds utilizados permiten la viabilidad y el crecimiento celular, no asi
la diferenciacion musculoesquelética. El scaffold microestructurado resulté ser la matriz
Optima para la vitalidad, proliferacion y asociacion celular, y el scaffold liso como el 6ptimo
para diferenciacion celular, siendo el dia 7 el de mejores resultados en general. No obstante,
se evidencid una escasa diferenciacion y adhesion celular que puede estar relacionado a la
metodologia de cultivo de los scaffolds, las propiedades de los materiales utilizados, entre

otros.
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Capitulo 1: Introduccion

1.1 Masculo esquelético

El sistema motor de los organismos del reino animal, en especifico del ser humano,
abarca tres sistemas anatomicos interrelacionados: el sistema esquelético, el sistema nervioso
y el sistema muscular. Este Gltimo, que deriva del mesodermo, aporta la potencia para mover

las palancas 0seas(1).

La formacion del musculo esquelético comienza con los mioblastos. Estos se
describen como células fusiformes mono nucleadas provenientes de células mesenquimales,
que progresivamente se agrupan durante el desarrollo embrionario, alinedndose extremo con
extremo varios cientos y se fusionan entre si para formar un sincitio plurinucleado llamado

miotubo, adquiriendo asi, las caracteristicas morfo funcionales de las células musculares(2).

El musculo esquelético esta formado por haces de células cilindricas largas y
alineadas, por lo que reciben el nombre de “fibras musculares”. Estas células son
multinucleadas, con sus multiples nucleos situados en la periferia justo bajo la membrana
celular, y presentan estriaciones transversales claras y oscuras alternadas a lo largo de la fibra.
Estas estriaciones se deben a la disposicion de las proteinas miofibrilares contractiles que se

repiten en forma regular, los miofilamentos(2).

El masculo esta constituido en su totalidad por un conjunto de fasciculos recubiertos
por tejido conectivo denso irregular y colagenoso conocido como epimisio. Cada fasciculo
estd, a su vez, recubierto por otro tejido conectivo denominado perimisio, que contiene en su
interior un conjunto de fibras musculares. Las fibras estan rodeadas de un endomisio que se

compone de la membrana basal celular y fibras reticulares finas(2).

La contraccion del musculo esquelético estd sujeta al control voluntario. Esta
contraccion es realizada por la liberacion de calcio del reticulo sarcoplasmico y se efectla
por la unidad funcional del musculo estriado denominado sarcémero. Este le da al musculo
estriado la apariencia de bandeo claro y oscuro intercalado. Las bandas oscuras, denominadas
bandas A, estdn compuestas principalmente por filamentos de actina y miosina intercalados,
separadas por otras proteinas estructurales. Los filamentos de miosina se alinean formando

en el medio una banda clara denominada banda H (s6lo con las colas de las miosinas) dividida
1



por una linea M (union de las colas de miosina de cada hemisferio del sarcomero). Las bandas
claras denominadas bandas I, estan compuestas principalmente por actina, y se dividen por
una linea central llamada Linea Z que delimitan al sarcomero, dejandolo conformado por dos

medias bandas | y una banda A(2).

Entre las fibras musculares, y el endomisio se encuentran las “células satélites”,
especificamente en las depresiones de las células musculares compartiendo su lamina
externa. Las células satélites son de tamafio pequefio, uninucleadas y tienen una red de
cromatina mas densa y gruesa que la de la fibra muscular(2). Las propiedades regenerativas,
el potencial de proliferacion y de diferenciacion que reside en estas células son la clave de su

utilizacion en la ingenieria de tejido muscular(3).

La incidencia de células satélites en el musculo es baja, entre un 1 - 5% de la poblacién
celular del tejido muscular, y depende de la edad y la composiciébn muscular(4).
Generalmente las células satélites se encuentran en estado quiescente de no divisién y ante
la necesidad de regeneracion se dividen asimétricamente en mioblastos auto-renovados y
miofibras(4).

En los ultimos afios se ha expandido el estudio del tejido muscular esquelético
vinculado a la ingenieria de tejidos. Esto debido a que presenta una potencial alternativa de
solucidn para el reemplazo de tejidos, por dafio o defecto de los masculos y de 6rganos en
general. No obstante, existe otra rama menos estudiada debido a los retos técnicos que
presenta, y es la posibilidad de usar esta tecnologia de tejidos para crear carne in vitro que

podria dar solucién a problemas en el ambito de la salud y el medio ambiente(5).



1.1.1 Diferenciacion celular

El desarrollo miogénico comienza desde la primera semana embrionaria en los
mamiferos. Durante el desarrollo embrionario la formacién del tejido muscular comienza con
mioblastos mononucleados de capacidad proliferativa limitada, luego la fusién de los
mioblastos en miotubo multinucleado, el cual madura en una miofibra no proliferativa. En el
periodo postnatal, aumenta el nimero de miofibras y el nUmero de nucleos por miofibra,
hasta la instancia en que el tejido requiera reparacion o regeneracion en que las células

satélites son las responsables de generar nuevas miofibras(4).

Todos los tejidos requieren de un soporte fisico y quimico para el crecimiento celular,
denominado matriz extracelular (MEC)(6). La MEC contiene un numero de componentes
que pueden influenciar el comportamiento y regulacién de las células musculares
progenitoras, siendo asi una fuente de factores de crecimiento, proliferacion y diferenciacion

gue actlan en la activacion de las células, o en su inhibicion(7).

Este sistema requiere de un medio de cultivo que proporcione nutrientes, que de
soporte y promuevan el crecimiento celular. Ademaés, estar hecho de componentes
asequibles, comestibles y disponibles en grandes cantidades, y contener elementos como
proteinas, factores de adhesion, vitaminas, hormonas y trazas minerales, entre otros. La
estimulacion con moléculas bioactivas influye en la regulacion fenotipica celular, la

expresion de proteinas enddgenas, la acumulacién de proteinas y la actividad metabolica(4).

Luego de una semana después de un trauma severo nuevos miotubos ya estan
formados, y en 28 dias luego del trauma, la regeneracién muscular es casi completa. Una red

transcripcional controla la progresion de las células madres embrionarias y adultas(7).

Las celulas progenitoras embrionarias musculares en estado quiescente pueden ser
identificadas por la co-expresion de los factores Pax3 y Pax7, y se mantienen como la
poblacién de células proliferativas de auto regeneracion. Bloguear Pax3y Pax 7 es requerido
para iniciar el compromiso de las células satélites con el programa miogénico, y asi activar

el MyF-5 y MyoD denominados factores reguladores miogénicos o MRFs(7).

Los factores reguladores miogénicos inducen la expresion de otras proteinas

musculares, tales como la a-actina, miosina cadena pesada o0 MYH, miosina cadena ligera,



tropomiosina y troponina C e 1(8). A traves de los MRFs las células progenitoras y

quiescentes se vuelven mioblastos activos y comprometidos con el linaje muscular.

Luego de activados los factores Myf-5 y MyoD se promueve la diferenciacion
muscular final, las células comprometidas en la diferenciacion musculo esquelética expresan
Myf-5 y Mrf-4, dando lugar rdpidamente a las células Desmina (+), cuya diferenciacion es
regulada por miogenina, MyoD y Mrf-4(7).

Miogenina, desmina y miosina cadena pesada son ampliamente utilizados para la
caracterizacion de células musculares esqueléticas de temprana, intermedia y tardia
diferenciacion(9). La miogenina es uno de los factores reguladores miogénicos mas
utilizados. Cuando las células se comprometen con el linaje musculo esquelético y expresan
MyoD y Myf-5, se induce la diferenciacion celular traducido en la expresion de miogenina
siendo este un marcador temprano para la entrada de los mioblastos en la via de

diferenciacion, denominandose de caracter intermedio(7).

La desmina es un filamento intermedio del citoesqueleto, se considera también como
un marcador temprano, indicando la primera sefial de diferenciaciobn musculoesquelética.
Finalmente, la MYH es una subunidad de la miosina convencional, esta encargada de la
funcién motora de ésta, involucrada asi en la contraccion y movimiento muscular, MYH se

considera un marcador musculo-esquelético tardio(9).



1.2 Ingenieria tisular

La ingenieria de tejidos o ingenieria tisular se define como un grupo de herramientas
utilizadas para la creacién de implantes con caracteristicas similares a las fisioldgicas,
capaces de conducir e inducir la regeneracion de un tejido especifico(10). La base de la
ingenieria de tejidos es la utilizacion de tres elementos especificos: matriz de soporte,
moléculas bioactivas y células. La matriz de soporte y las moléculas bioactivas actian como
sistema de distribucion de nutrientes e inducen la proliferacion, diferenciacion y actividad
metabdlica celular. Las células implantadas en la matriz son para la formacion del tejido, ya
que poseen capacidad de division indefinida y diferenciacion(11).

Existen distintos tipos de matrices utilizadas en la ingenieria de tejidos, no obstante,
todas deben cumplir idealmente con ciertas caracteristicas en porosidad y didmetro de poro
adecuado, biodegradabilidad, propiedades mecéanicas y reproducibilidad(12).
Especificamente en la ingenieria de tejidos musculo-esquelética son principalmente
utilizados dos sistemas en 3D: 1) sistemas de gel, ya sea colageno o fibrina(13), y 2) el
sistema de scaffolds (mallas porosas de fibras tejidas), como lo son las esponjas de colageno
o los polimeros biodegradables(12)

La ingenieria de tejidos abarca una amplia variedad de aplicaciones clinicas, como la
fabricacion de farmacos, modelos in situ de fisiologia de un 6rgano, matrices de regeneracion
celular ante injuria o defectos de drganos, entre otros(14). Otra posible aplicacién

ampliamente impulsada actualmente es el cultivo de carne animal(12).

El cambio de enfoque de la ingenieria de tejidos desde la clinica a la creacién de un
producto alimenticio alternativo nace a partir de las preocupaciones expresadas por los
consumidores y la comunidad cientifica. Estas soportan la relevancia de este estudio, dar una
solucion a problematicas actuales asociadas a las consecuencias del consumo de carne animal
y su produccion(15)(16). Tales problematicas abarcan: enfermedades relacionadas con la
nutricion, aumento de patdgenos resistentes a antibidticos, el aumento previsto de la demanda
de carne que se expresa en escasez de recursos, el maltrato animal y el impacto ambiental

generado por la cria y manejo de ganado en altos volimenes(5)(17)(18).



El sistema de produccion de carne in vitro es mas amigable con el medioambiente y
eficiente en usos de energias, que el sistema de granjas tradicional. Este sistema reduce los
peligros medioambientales, el sufrimiento animal y asegura una produccion sostenible de
carne in vitro, quimicamente segura y libre de enfermedades por las condiciones controladas
y manipuladas propias del sistema. Finalmente cabe mencionar que la carne in vitro puede
ser disefiada para ser mas saludable y funcional que la tradicional manipulando la

composicion del cultivo y el contenido de grasa del tejido(17).



1.2.1 Scaffold

Un scaffold o en espafol “andamio” es una matriz tridimensional porosa que tiene
como funcion principal soportar la adhesion, proliferacion, migracion celular, diferenciacion
y maduracion en un fenotipo especifico(10). Si bien la ingenieria de tejidos y en especifico,
el &rea del tejido musculoesquelético utiliza principalmente los sistemas de matrices (en gel
o scaffolds), en la literatura existen variadas formas de producir musculo in vitro. Por
ejemplo, la utilizacion de matrices sintéticas, la mezcla de células satélites con fibroblastos
en suspension para crear una matriz extracelular, la utilizacion de tejidos a-celulares como
matriz de soporte, entre otros(5). Para que un scaffold sea una buena alternativa de uso debe

cumplir con ciertos requerimientos.

De acuerdo con las demandas estructurales y metabdlicas del tejido, el scaffold debe
proporcionar una alta superficie para la 6ptima interaccion entre la matriz y las células, asi
como para la regeneracién de la matriz extracelular. En el caso del musculo esquelético, el
crecimiento celular y la diferenciacion dependen de un entorno estructurado que las células
necesitan para interactuar con la matriz, respaldando asi la capacidad de migracion celular y

permitiendo la difusion de factores de crecimiento y nutricion(3).

Estudios afirman que el masculo esquelético requiere alineamiento celular uniforme
y una arquitectura reproducible(12). El tejido muscular esquelético consiste en largas
fibras alineadas de forma paralela, por lo que un aspecto importante es la habilidad
del scaffold para promover esta organizacion estructural(19). Diversos autores
afirman que los miotubos se forman en una orientacién paralela en los scaffolds de
acuerdo con la estructura del poro (19)(20)(21). La microestructura modelada en la
matriz confiere sefiales topogréficas para el crecimiento y orientacion de las
células(21).

Las caracteristicas basicas del tejido muscular esquelético determinan la importancia
de un modelo tridimensional acanalado. Este favorece el alineamiento celular, la adhesion y
el asentamiento de las células en el scaffold(22), promoviendo a través de esta base

estructural, la supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular.



En la ingenieria de tejidos, las propiedades reoldgicas y de transporte molecular en
los materiales del scaffold son determinantes claves de la viabilidad celular, la migracion y
la diferenciacion celular (19). Propiedades mecanicas como la rigidez y la elasticidad son
criticos, debido a que un apropiado estimulo mecanico activa vias mecanotransductoras
relacionadas con el desarrollo del musculo(12). Scaffolds basados en esponjas porosas de
polimeros naturales y copolimeros (como la gelatina y el quitosano) son ampliamente

utilizados para aplicaciones de la ingenieria de tejidos.

El scaffold, ademas, debe ser reabsorbible y biocompatible; es decir, requiere que los
productos de degradacion asociados posean baja o nula citotoxicidad y, generar minimas
reacciones inmunes(10), siendo asi declarados “comestibles” los materiales utilizados. A lo
mencionado se le afiade que la seleccion de los materiales para la creacion del scaffold, debe
ser de naturaleza no mamifera cuya importancia radica en que no sean obtenidos a través del
maltrato animal. Ejemplos de materiales generalmente usados en el disefio de scaffolds sin
intervencion de mamiferos son: Alginato, quitosano, gelatina de pez, agar, agarosa, etc(23).
Esta matriz ideal es complementada con la linea celular idonea y las moléculas bioactivas
que induzcan diferenciacion de las células musculares esqueléticas como la linea celular
C2C12(3).



1.2.2 Lineacelular C2C12

Las células C2C12 son mioblastos residuales que se escapan del desarrollo muscular

esquelético y persisten en el masculo adulto como células satélites(8).

Especificamente las células C2C12 son subclones de mioblastos C2 en estado
quiescente, provenientes del murino, un roedor perteneciente a la familia Muridae que
incluyen las especies mas comunmente usadas en laboratorios en especial para musculo

esquelético(24).

La linea C2C12 son células que permiten el analisis experimental del proceso de
diferenciacion del musculo esquelético desde su fase totipotencial a su madurez final. Para
esto utilizan ciertos MRF (factores reguladores miogénicos) que se expresan en células
comprometidas con el linaje miogénico y aparecen o desaparecen alternadamente durante su
diferenciacion. Entre estos factores se encuentran principalmente el Myo-D, Myf-5, Mrf-4 y
la Miogenina, que son los mejores caracterizadores y se vuelven activos en un espacio-tiempo

correlacionado(8).

El proceso de division celular comprende un periodo de diferenciacion
musculoesquelética que se divide en 3 etapas: condicién indiferenciada, diferenciacion
intermedia y diferenciacion final. La primera comprende desde el dia 0 al dia 1-2 de
implantacion y cultivo, entendiéndose como el dia 0 de diferenciacion donde hay células
indiferenciadas de tamafio no mayor a 80 um, planas no confluentes, en forma de estrella o
fusada. En la segunda etapa de diferenciacion intermedia se considera el periodo de 3 a 5 dias
de diferenciacion en donde las células tienden a adquirir una forma principalmente alargada
y se observan patrones iniciales de confluencia. La tercera etapa de diferenciacion es a partir
del dia 5 donde aparecen sincitios alargados de 100 a 600 pum, con un grosor de 30-50 umy
mas de 20 nucleos localizados centralmente o distribuidos a lo largo de la célula. Desde la
etapa anterior se considera todo cambio de alta diferenciacion o diferenciacion final(8).

En este estudio (en el marco del proyecto FONDECYT 1160311) se realiz6 una
comparacion entre dos tipos de scaffolds a distintos dias de diferenciacion. La conformacion
de los scaffolds recoge caracteristicas primordiales de las estructuras o matrices utilizadas en
la ingenieria de tejidos abarcando desde el origen hasta las propiedades fisicas y reoldgicas

de los materiales. Las muestras obtenidas de los scaffolds en estudio fueron procesadas con

9



distintas técnicas de tejidos histoldgicos y observadas en microscopio 0ptico de campo claro
para su evaluacion mediante distintos métodos. Los resultados esperados tedricamente
comprenden un scaffold con una estructura definida y la mayor cantidad de dias de
diferenciacion como el mejor sistema de scaffold para la adhesion, proliferacion y
diferenciacion celular, sin embargo, en los resultados expuestos en este estudio se evidencia
un scaffold de estructura definida (denominado scaffold microestructurado) como el mas
apto para la asociacion, proliferacion y vitalidad celular, y un scaffold sin estructura definida
(denominado scaffold liso) como el méas apto para diferenciacion celular. Finalmente, el
tiempo Optimo para las situaciones antes mencionadas se encuentra en la primera semana de

diferenciacion.
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Capitulo 2: Objetivos

2.1 Objetivo General

Evaluar los scaffold liso y microestructurado para determinar el scaffold adecuado en
términos de viabilidad, proliferacion y diferenciacion de la linea celular C2C12,

segun su estructura y cantidad de dias de cultivo

2.2 Objetivos Especificos

Describir la viabilidad de las células contenidas en los scaffolds lisos y con

microestructura a distintos dias de diferenciacion.

Determinar el perimetro de los grupos celulares encontrados en los scaffolds lisos y

con microestructura a distintos dias de diferenciacion.
Describir la expresion de los marcadores inmunohistoquimicos: PCNA, Desmina,
Miogenina y Miosina de cadena pesada, en células de la linea C2C12 en los scaffolds

lisos y con microestructura a distintos dias de diferenciacion.

Comparar los scaffolds lisos y con microestructura en distintos dias de diferenciacion

a través de un analisis estadistico.
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Capitulo 3: Materiales y métodos
3.1 Muestra
El tamafio de la muestra fue de 24 muestras de scaffolds, correspondientes a 8 grupos de

estudio por triplicado.

- Tres muestras con 0 dias de diferenciacion y estructura lisa, sembradas con
1.000.000 de células.

- Tres muestras con 0 dias de diferenciacion y microestructura, sembradas con
1.000.000 de celulas.

- Tres muestras con 7 dias de diferenciacion y estructura lisa, sembradas con
1.000.000 de celulas.

- Tres muestras con 7 dias de diferenciacion y microestructura, sembradas con
1.000.000 de células.

- Tres muestras con 14 dias de diferenciacion y estructura lisa, sembradas con
1.000.000 de ceélulas.

- Tres muestras con 14 dias de diferenciacion y microestructura, sembradas con
1.000.000 de células.

- Tres muestras con 21 dias de diferenciacién y estructura lisa, sembradas con
1.000.000 de células.

- Tres muestras con 21 dias de diferenciacion y microestructura, sembradas con
1.000.000 de celulas.
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3.2 Criterios de Inclusion y Exclusion

3.2.2 Criterios de Inclusion: Las 24 muestras entregadas para el experimento

fueron utilizadas en el proyecto.

3.2.3 Criterios de Exclusion: La ausencia de células en el scaffold, mala

conservacion de la estructura y mala fijacion de la muestra.
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3.3 Procesamiento

Los Scaffolds fueron confeccionados en el “Centro de Biotecnologia de la
Universidad Técnica Federico Santa Maria”. Los materiales utilizados fueron: Gelatina de
Salmén, y Quitosano, posteriormente se incorporaron agentes gelificantes (Agarosa) y
EDC/NHS (entrecruzante quimico) para formar hidrogeles estables. Finalmente, los
hidrogeles fueron congelados y liofilizados para producir dos tipos de armazones porosas,
unos con estructura 3D “lisa” o sin forma definida y otros con estructura 3D de superficie

acanalada o “microestructurado”.

Una vez obtenidos los scaffolds con y sin microestructura se les incubaron células
mioblastos de la linea C2C12, durante 0, 7, 14 y 21 dias, entendiéndose el primero como el
scaffold con menor tiempo de diferenciacion y el ultimo como el scaffold con mayor tiempo
de diferenciacion muscular esquelética. Una vez incubados los polimeros con el sustrato de
diferenciacion especifico para las C2C12, se extrajo una puncion de figura circular y se
fijaron en Bouin acuoso por 24 horas. Posteriormente en el “Laboratorio de Biologia de la
Reproduccion y del Desarrollo, Instituto de Biologia, Facultad de Ciencias de las
Universidad de Valparaiso” las muestras fueron procesadas con técnica histologica e
inmunohistoquimica para evidenciar los cambios morfologicos y de diferenciacion

esquelética ocurrida.

Los scaffolds contenidos en placas de cultivo multipocillos fueron lavados en tres
bafios de 30 minutos de etanol al 70% y fueron incluidos en Histogel (ThermoFisher,
Kalamazoo, USA), para entregar soporte y evitar contaminacion con restos de muestras en
el procesador de tejidos. Una vez enfriado el Histogel se colocaron las muestras en casetes
de procesamiento histolégico y luego fueron lavadas en etanol al 70%, para ser
posteriormente colocadas en el procesador de tejidos (Leica TP1020, Heidelberger,
Alemania) para su deshidratacion e impregnacion. En el procesador las muestras fueron
pasadas por una serie de alcoholes ascendentes desde el etanol al 80% hasta el etanol al 95%,
mezcla etanol-butano y luego 3 pasos por butanol, finalizando con 3 pasos de impregnacion
por Paraplast Plus (Leica, Heidelberger, Alemania) a 60°C (Anexo B1). Luego las muestras
se colocaron en el centro de inclusién (Leica EG1150H, Heidelberger, Alemania) y fueron
incluidas para obtener el taco de parafina. Los tacos de parafina fueron tallados y, utilizando

un microtomo rotatorio (Leica RM2155, Heidelberger, Alemania), cada scaffold fue cortado
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totalmente en cortes seriados obteniendo cintas de 15 cortes de 5 um. De cada cinta se monté
el primer corte utilizando un bafio térmico de flotacion a 40°C, y albimina de Mayer como
medio de adhesion. En el caso de los cortes para inmunohistoquimica, el medio de adhesion
utilizado fue Poly-I-lysine para evitar el desprendimiento de los cortes durante el proceso.

Finalmente se dejaron secar las placas durante 12 horas en estufa a 40°C.

3.4 Tincion

Para la observacion histologica se utilizo la técnica del Tricrdmico de Arteta (Anexo
B2), en el cual las muestras fueron: Desparafinadas e hidratadas en una bateria que
comprende tres bafios de xilol, tres bafios de etanol absoluto y luego bafios de etanol de
concentraciones decrecientes (95°-80°-70°) hasta llegar al agua destilada. Los cortes fueron
teflidos 75 segundos en Hematoxilina de Harris, lavados por 10 minutos en agua corriente y
luego por 5 minutos en agua destilada, y tefiidos 30 minutos en Eritrosina-Naranja G al 0,5%.
Luego de lavar en agua destilada 5 minutos, se trataron 10 minutos con acido fosfotingstico
al 0,5%, lavados por 5 minutos en agua destilada, y tefiidos 75 segundos con Azul de Anilina
al 1%. Las preparaciones fueron deshidratadas en tres alcoholes de 95° (1 minuto cada uno)
y en tres alcoholes de 100° (5 minutos cada uno). Finalmente se aclararon en tres bafios de
xilol (5 minutos cada uno) y se montaron definitivamente con cubreobjetos, utilizando como

medio de adhesion Entellan (Merck, Darmstadt, Alemania).

3.5 Inmunohistoquimica

Los anticuerpos utilizados fueron PCNA, Desmina, Miogenina y Miosina de cadena
pesada. En la técnica de inmunohistoquimica se utilizaron distintos protocolos de acuerdo al
anticuerpo empleado (Anexo B3). Las preparaciones desparafinadas e hidratadas fueron
sometidas a la recuperacion antigénica en buffer Tris EDTA en vaporera marca Oster a 90°C
durante 30 min. Luego el bloqueo de la peroxidasa enddgena con H.O2 y metanol, seguido
de tres lavados en buffer Tris. Posteriormente la incubacion con el anticuerpo primario
durante toda la noche a 4°C, lavados en Tris y la incubacion con el anticuerpo secundario.
Se utiliz6 Complejo ABC para la amplificacion de sefial y el revelado con DAB que da
reaccion cromogena de color café, seguido de un contraste nuclear suave con Hematoxilina
de Harris. Finalmente, los cortes fueron deshidratados, aclarados en xilol y cubiertos con

cubreobjetos utilizando Entellan como medio de adhesion.
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3.6 Descripcion y Recuento celular

Se describié la morfologia de células estableciendo los criterios de: células viables
(células alargas uni/multinucleadas, células gigantes multinucleadas, células en mitosis y
células iniciales), células no viables, que comprende células en picnosis (nucleo
hipercromatico, cromatina condensada y pequefio) y células en cariorrexis (ndcleo
segmentado de cromatina condensada); grupos redondos y grupos “parche” (grupos de
células sin forma esférica). Posteriormente se realizé el conteo de cada célula y grupo
clasificandolos segun los criterios antes mencionados, todo esto en microscopio Optico de

campo claro (Leica 2500, Heidelberger, Alemania).
Variables Consideradas
3.6.1 Estructura del Scaffold

Arquitectura tridimensional que tienen los scaffolds para favorecer la
adhesion, proliferacion y diferenciacion celular(12). Los scaffolds utilizados
tienen una composicion idéntica de Quitosano, agarosa, gelatina y EDC/NHS,
pero se diferencian en la morfologia con referencia a la orientacion de las fibras
en la superficie de la membrana, siendo un scaffold con estructura lisa (0 no
definida) y otro con microestructura (o acanalado). Esta variable es de tipo

cualitativa nominal dicotdmica.

3.6.2 Tiempo de Cultivo Celular

Dias en los que las células C2C12 fueron sometidas al proceso de
diferenciacion(22). Los scaffolds tuvieron distintos dias de cultivo para su
diferenciacion partiendo desde O dias (dia en que se cambia al medio de cultivo
con factores especificos de diferenciacién), luego 7 dias, 14 dias y finalmente 21

dias. Esta variable es de tipo cuantitativa discreta.
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3.6.3 Viabilidad Celular

Medicion de la proporcion de células vivas en relacion con las muertas luego

del proceso de diferenciacion. Respecto de esta variable se obtuvieron los

siguientes datos:

3.6.3.1 Células Viables:

Se entienden como células viables aquellas que presenten un ndcleo con

cromatina homogénea y continuidad de la carioteca, sin signos de muerte

celular, ademas de un citoplasma integro. En este grupo encontramos:

Alargadas Uninucleadas (AU): Células con signos de
viabilidad, de citoplasma alargado o cilindrico, con un nicleo
de mayor didmetro en comparacion con mioblastos. Esta
variable de tipo cuantitativa discreta puede tomar valores de 0
a infinito, y fue medida a través de la observacion directa al
microscopio Optico de campo claro.

Alargadas Multinucleadas (AM): Células con signos de
viabilidad, de citoplasma alargado o cilindrico, con 2 0 mas
nacleos de mayor diametro en comparacion con mioblastos.
Esta variable de tipo cuantitativa discreta puede tomar valores
de 0 a infinito y fue medida a través de la observacion directa
al microscopio 6ptico de campo claro.

Gigantes Multinucleadas (GM): Células con signos de
viabilidad de forma esférica con 2 0 mas nucleos. Esta variable
de tipo cuantitativa discreta puede tomar valores de 0 a infinito
y fue medida a través de la observacién directa al microscopio
dptico de campo claro.

Células en Mitosis (M): Presencia de figuras mitdticas
(cromosomas condensados segun las etapas de la mitosis). Esta
variable es de tipo cuantitativa discreta, puede tomar valores de
0 a infinito y que fue medida a través de la observacion directa

al microscopio Optico de campo claro.

17



3.6.3.2 Células Picndticas (P):

Células con retraccion de nuacleo, condensacion de la cromatina e
hipercromasia, signo de muerte celular(25). Esta variable de tipo cuantitativa
discreta puede tomar valores de 0 a infinito y fue medida a través de la

observacion directa al microscopio optico de campo claro.
3.6.3.3 Células en Cariorrexis (C):

Células con fragmentacion del nucleo en trozos de cromatina condensada,
signos de muerte celular(25). Esta variable de tipo cuantitativa discreta puede
tomar valores de 0 a infinito y fue medida a través de la observacion directa

al microscopio Optico de campo claro.

3.6.4 Asociacion Celular

Confluencia de las celulas, necesario para la fusion celular y la diferenciacion(22).
Se realiz6 el conteo de los grupos y la medicion de su diametro. Respecto de esta

variable se obtuvieron los siguientes datos:
3.6.4.1  Grupos Redondos (GR):

Células agrupadas formando esferas u ovoides. Esta variable es de tipo
cuantitativa discreta, puede tomar valores de 0 a infinito y fue medido a través
de la observacion directa al microscopio Optico de campo claro. Para la
medicion de su perimetro (variable cuantitativa continua que puede tomar
valores de 0 a infinito) se utiliz6 el programa Image J, version 1.60 del
National Institute of Health (NIH) de uso universal.

3.6.4.2  Grupos Parches (GP):

Células agrupadas en paralelo formando “parches” o extendidos de células.
Esta variable es de tipo cuantitativa discreta y fue medida a través de la
observacién directa al microscopio Optico de campo claro. Para la medicion
de su perimetro (variable cuantitativa continua que puede tomar valores de 0
a infinitivo) se utilizo el programa Image J, version 1.60 del National Institute

of Health (NIH) de uso universal.
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3.6.5 Proliferacion:

Indicadores de division celular. Se evidencié marcador PCNA (antigeno nuclear
de células proliferativas). Esta variable es de tipo cualitativa ordinal que puede tener
valores entre 0, +1, +2, +3, y fue medida a través de un H-Score(26)(27) utilizando

microscopio optico de campo claro.

3.6.6 Diferenciacion celular:
Indicadores de diferenciacion musculoesquelético. Se evidenciaron los
marcadores Desmina, Miogenina y Miosina de cadena pesada. Esta variable es de tipo
cualitativa ordinal que puede tomar valores entre 0, +1, +2 y +3, y fue medida a través

del H-Score(26)(27) utilizando microscopio optico de campo claro.
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3.7 H-Score

Los resultados del estudio inmunohistoquimico fueron medidos a través de un método
semicuantitativo utilizado para otorgar un puntaje (numérico) en consideracion con la
intensidad de tincion (o de reaccion) de las células. Los valores asignados fueron: O
entendiéndose como nula reaccion o tincién negativa, +1 como intensidad débil, +2 como
intensidad intermedia y +3 como intensidad fuerte. Se calcul6 el porcentaje de células con

las distintas marcaciones en cada caso utilizando la siguiente formula de H-Score:

H-Score = ((% de 0)x 0) + ((% de +1)x 1) + ((% de +2)x 2) + ((% de +3)x 3)

Los valores obtenidos varian de 0 a 300, otorgando una medicién a la intensidad de tincion
de células en todo el espesor del scaffold de 0, sin tincion; 1-99, tincion débil, 100-199,

tincién moderada, 200-300, tincion fuerte.

3.8 Analisis estadistico

El método estadistico utilizado para este estudio fue el analisis de varianza ANOVA,
usando las herramientas estadisticas del software Microsoft Excel para office 365

(Microsoft). Se considera significativo cuando p <0,05.

20



Capitulo 4: Resultados

4.1. Descripcion de la Viabilidad

Con el fin de evaluar en cada scaffold la capacidad de permitir a las células adaptarse,
proliferar y diferenciarse, se realizaron diversas pruebas histoldgicas e inmunohistoquimicas
en cada matriz utilizada. Las células fueron incubadas en un scaffold con superficie acanalada
cuyas paredes les otorgan abundante espacio a las células para adherirse y desarrollarse.
También fueron incubadas células en un scaffold sin microestructura definida o liso el cual

genera una trama para la adhesion y desarrollo de las células C2C12 (Figura Al).

Se realizd un conteo celular en donde se observaron células con caracteristicas
morfologicas de vitalidad y muerte celular, a su vez, se realiz6 una subclasificacion en ambas
categorias segun a su forma y tamafio celular, o segun sus signos nucleares (Figura A2).
Dentro de las células con caracteristicas morfoldgicas de vitalidad encontramos células con
rasgos de diferenciacion celular y proliferacion celular (mitosis). Dentro de las células con
caracteristicas morfoldgicas de muerte celular encontramos células con ndcleo en picnosis y

cariorrexis.

Las células clasificadas como viables segin caracteristicas morfologicas de
diferenciacion se subdividieron en: Células de tamafio no mayor a 80um, de morfologia
fusada o estrellada denominadas “células fusadas” (F) (Figura A2B), o redondas
denominadas “células redondas” (R) (Figura A2A), con citoplasma eritrosindfilo,
conteniendo un nucleo baséfilo, de cromatina homogénea, y carioteca integra. Estas células
fueron consideradas como “células iniciales” debido a que son las caracteristicas de las
células que fueron incubadas al inicio del experimento (mioblastos C2C12) y que difieren de
las células con caracteristicas morfoldgicas de diferenciacion musculoesquelética. Luego,
aquellas con caracteristicas morfoldgicas que sugieren proceso de diferenciacion
musculoesquelética (Figuras A3 Y A4), son: las que presentan un citoplasma
considerablemente de mayor tamafio tanto en diametro como en largo con respecto a los
mioblastos incubados, a las cuales denominamos “células alargadas uninucleadas” (AU)
cuando constan de 1 ntcleo, o “células alargadas multinucleadas” (AM) cuando constan de
2 0 més nucleos. Finalmente, aquellas células con citoplasma redondo de tamarfio mayor a las

células iniciales y multinucleadas (2 o mas nucleos) a las cuales denominamos “células

21



gigantes” (GM). Por otro lado, tenemos aquellas también clasificadas dentro de las células
viables con caracteristicas de proliferacion celular, las cuales presentan figuras mitoticas tales
como profase, metafase, anafase y telofase (Figura A5).

Las células clasificadas como no viables poseen caracteristicas morfolégicas de
muerte celular, tales como: células picnéticas, cuyo ndcleo es hipercromatico, compactado,
y su cromatina condensada, y células en cariorrexis, con ndcleo hipercromético, cromatina

condensada de forma irregular y carioteca fragmentada.

Luego del conteo y clasificacion de las células de caracteristicas morfoldgicas vitales
y no vitales, se puede decir que el recuento total de células en los scaffolds fluctta entre las
7.000 y 17.000 células aproximadamente. Un 62% a 95% del total de células presentaron
caracteristicas de vitalidad celular. En este escenario, encontramos que la mayor cantidad de
celulas vitales se presento en el scaffold del dia 21 con microestructura seguido por los dias
7 con microestructura y el dia 14 liso, y el menor niumero de estas se encontro en el scaffold
del dia 0 microestructurado (Gréafico 1). A pesar de que la cantidad de células viables fue
generalmente similar en los scaffold se evidencia la tendencia de aumentar en los scaffolds

microestructurados.

En relacién a la comparacion entre scaffolds microestructurados y de estructura lisa,
no hay una diferencia significativa entre los porcentajes de viabilidad de ambos, no obstante,
se evidencio una tendencia de aumento a favor de los scaffolds microestructurados, traducida

en mayor cantidad de células vitales en los casos del dia 7, 14 y 21 (Gréfico 1).
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Grafico 1. Porcentajes de células con caracteristicas morfolégicas de viabilidad (%VT) y de muerte
celular (%MCT) en los scaffolds microestructurados (M) y lisos (L) de los dias 0, 7, 14 y 21 (DO, D7, D14,

D21) de diferenciacion, incubadas con 1 millén de células (1M).

Como se mencioné anteriormente, en la subclasificacion de las células con
caracteristicas morfologicas de vitalidad encontramos aquellas que ademé&s poseian
caracteristicas morfolégicas de diferenciacién celular. A pesar de que los valores de esta
subclasificacion no destacan en gran medida en relacion con el total de células, se evidencio
que los scaffold con mayor nimero de células con caracteristicas morfoldgicas de
diferenciacion son los del dia 7 con y sin microestructura, y aquellos con menor cantidad
fueron los del dia 0, con y sin microestructura (Grafico 2), considerando en estos resultados
las células alargadas uninucleadas, multinucleadas y las células gigantes.

Finalmente, el scaffold que presenté la mayor cantidad de células alargadas
uninucleadas y multinucleadas fue el dia 7 con microestructura, luego el de mayor cantidad
de células gigantes multinucleadas fue el dia 7 liso. Estos resultados se relacionaron
posteriormente con el H-score para los diferentes marcadores de diferenciacién

musculoesquelética.
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Gréfico 2. Porcentajes de células alargadas multinucleadas (AM), células alargadas uninucleadas
(AU) y células gigantes multinucleadas (GM), en relacion con el total de células vitales, en los scaffolds
microestructurados y lisos de los dias 0, 7, 14 y 21 (DO, D7, D14, D21) de diferenciacién, incubadas con 1

millon de células (1M).

4.1.1 Proliferacion celular

En cuanto a la proliferacion celular, morfolégicamente se evidencio células con
figuras mitoticas que representan estados de la célula en division. El scaffold que presentd
mayor proliferacion fue el dia 7 con microestructura, seguido por el del dia 14 sin
microestructura (Gréafico 3). El scaffold con menor porcentaje de proliferacion fue el dia 21
con y sin microestructura, esto quiere decir que, a mayor cantidad de dias de diferenciacion
hubo menor proliferacion. Al comparar entre scaffolds con microestructura y sin
microestructura, se evidencio una tendencia de aumento en los scaffold lisos. No obstante, la
cantidad de estas células no destaca en relacion a la cantidad total de células vitales.
Posteriormente, se correlacion6 con el resultado del H-score para el marcador de

proliferacion celular PCNA.
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En el Grafico 3 podemos evidenciar que la proliferacion alcanza un “peak” en el dia
7 en el caso de los scaffolds microestructurados desde donde comienza a decrecer a medida
que los dias aumentan. En los scaffolds lisos, no hay una clara tendencia relacion creciente o
decreciente entre los scaffolds dia 0, 7, 14; practicamente manteniéndose los valores. Sin

embargo, a los 21 dias se presentan los valores mas bajos en ambos tipos de scaffolds.
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Gréfico 3. Porcentajes de mitosis evidenciadas en los scaffolds microestructurados y lisos en los dias

0,7,14y 21 (DO, D7, D14, D21) de diferenciacidn, incubados con 1 millén de células (1M), en relacidn con el

total de células vitales.
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4.2 Grupos Celulares

En los scaffolds las células se encontraron individuales o agrupadas. Las agrupaciones
celulares se clasificaron en dos grupos. Primero, aquellas cuya forma es redonda u ovoide,
bien delimitada y compactada se les denominé “Grupos Redondos” (GR). En estos grupos,
las células se agrupan de forma concéntrica, compactadas, superpuestas, y presentan
abundantes células picnoéticas hacia el centro del grupo (Figura A6A). El segundo
corresponde a agrupaciones con forma alargada sin bordes definidos, donde las células se
agruparon de forma paralela y alineada formando un “parche”, por lo que se les denominé
“Grupos Parches” (GP) (Figura A6B). Cabe mencionar también que la distribucion espacial

de las células no es homogeénea en el espesor del scaffold, si no que tiende a la periferia.

Existe una tendencia de aumento a favor de los grupos parches en todos los scaffolds.
Destaca en el caso de los grupos parches el dia 0 con microestructura con la mayor cantidad,
y el dia 7 con microestructura la menor cantidad. En el caso de los grupos redondos el dia 0
con microestructura presenta la mayor cantidad, y el dia 21 liso la menor cantidad. Cabe
destacar que no existe una tendencia relacién creciente o decreciente entre los distintos
scaffolds (Gréafico 4). Por otro lado, se evidencia que la mayor cantidad de grupos parches y

grupos redondos se presenta en los scaffolds microestructurados.
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Gréfico 4. Cantidad de Grupos celulares de forma redonda u ovoide (GR), y de grupos de forma
alargada o en parche (GP), en los scaffolds con microestructura y lisos en los dias 0, 7, 14 y 21 (DO, D7, D14,

D21) de diferenciacion, incubados con 1 millén de células (1M).
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4.2.1 Determinacién de perimetros

Se determiné la medicién de los perimetros de todos los grupos encontrados en los
scaffolds (clasificados segun su morfologia) para analizar la interaccion y agregacion celular.
En el caso de los grupos parche el scaffold que tuvo mayor perimetro en sus grupos fue el
del dia O tanto el microestructurado como el liso, seguido del scaffold dia 21
microestructurado (Gréafico 5). Los menores perimetros en los grupos parches fueron
encontrados en el scaffold dia 14 sin microestructura o liso. En el caso de los grupos redondos
el scaffold que tuvo mayor perimetro en sus grupos fue el del dia 21 liso, seguido del dia 7
liso; y los menores perimetros en los grupos redondos fueron encontrados en el scaffold del

dia 7 microestructurado (Gréafico 5)

Se evidencid que los mayores perimetros de grupos en general corresponden a los

grupos parches en especifico los scaffolds con microestructura (Grafico 5).

Perimetros Grupos Celulares
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300000 T [
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200000 mGP
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100000
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DO-L-1M DO-M-1M  D7-L-1M D7-M-1M D14-L-1IMD14-M-1M D21-L-1MD21-M-1M

Perimetros (um)

Grafico 5. Medicion de Perimetros de los Grupos Parches (GP) y Grupos Redondos (GR), en los
scaffolds con microestructura y lisos de los dias 0, 7, 14 y 21 (DO, D7, D14, D21) de diferenciacion, incubados
con 1 millon de células (1M).
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4.3 H-Score

Para corroborar los resultados de la descripcion morfologica se sometieron los
scaffolds a estudios de inmunohistoquimica. En el caso de la proliferacion celular, se utilizo
el marcador PCNA (Antigeno nuclear de proliferacion celular) con el protocolo estipulado
en el Anexo B3. Por otro lado, para evaluar la diferenciacion celular musculoesquelética se
utilizaron los marcadores: Desmina, Miogenina y Miosina de cadena pesada (MHY)) (Anexo
B3).

Los scaffolds presentaron una marcacion débil (0-99) para PCNA (Grafico 6);
ejemplos de las células encontradas y sus intensidades son mostrados en la Figura A7. Sus
valores van entre 20-50, siendo el scaffold del dia 7 con microestructura el que presento6

mayor marcacion y el scaffold del dia 7 liso el de menor marcacion.
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Gréfico 6. H-Score del marcador PCNA indicador de proliferacién celular en los scaffolds con
microestructura y lisos de los dias 0, 7, 14 y 21 (DO, D7, D14, D21) de diferenciacién, incubados con 1 millén
de células (1M).

En el Grafico 7 podemos observar los resultados obtenidos del H-Score de los
marcadores de diferenciacion celular. Para los tres marcadores utilizados se obtuvo una
marcacion débil (0-99). En primera instancia se encuentra la desmina, cuyos valores se
encuentran entre 30-60 cuya intensidad de tincidn se observa en la Figura A8. El scaffold

con la mayor intensidad de tincion fue el del dia 0 con microestructura, seguido por el
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scaffold del dia 7 liso; y el scaffold con menor marcacion fue el dia 14 con microestructura.
Para miogenina encontramos valores entre 60-99, siendo este el marcador con mayor
intensidad entre los tres utilizados; el scaffold con mayor marcacién fue el dia 0 liso, y el
scaffold con menor marcacion fue el del dia 7 liso (Figura A9). Finalmente, para MYH
encontramos valores entre 10-40, siendo este el marcador que tuvo menor marcacién entre
los tres marcadores musculoesqueléticos. El scaffold con mayor marcacion fue el dia 7 liso,
seguido del dia 14 liso, y el de menor marcacion se encontré en el del dia 0 liso. La intensidad

de marcaje de las células y ejemplo de estas se observan en la Figura A10.
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Gréfico 7. H-Score de marcadores de diferenciacion musculoesquelética en los scaffolds con
microestructura y lisos de los dias 0, 7, 14 y 21 (DO, D7, D14, D21) de diferenciacién, incubados con 1 millén
de células (1M).
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4.4 Analisis estadistico

Se realizo el andlisis estadistico: ANOVA de dos factores para varias muestras

por grupo (analisis de varianza), para analizar simultaneamente las variables de dias de

cultivo (0, 7,14 y 21) y la estructura del scaffold (con microestructura o liso) respecto de los

resultados en: Diferenciacion celular, con las células alargadas multinucleadas (AM), células

alargadas uninucleadas (AU), células gigantes multinucleadas (GM); proliferacion (M);

viabilidad celular (VT); y muerte celular (MTC). Como podemos observar en la Tabla 1,

existe una diferencia o relacion significativa entre los dias de cultivo en medio de

diferenciacion y las células GM, VT y MTC. No obstante, los resultados muestran que no

existe una interaccion significativa en ninguna de las variables respecto de los factores de los

scaffolds (dias y estructura) debido a que los p- Valores son mayores a p < 0,05.

AM 0,07 0,44 0,57
AU 0,46 0,79 0,90
GM 0,02 0,04 0,11
M 0,05 0,73 0,19
VT 0,01 0,65 0,35
MTC 0,01 0,65 0,35

Dias de Cultivo

Estructura del scaffold

Tabla 1. Resultados anélisis estadistico ANOVA en el cual se ve la interaccion (p-Valor) de las variables

analizadas en los scaffolds (p <0,05) respecto de los dias de cultivo (DO, D7, D14 Y 21) y la estructura

superficial de los scaffolds (con microestructura y 1isos).

30



Capitulo 5: Discusion

En el estudio realizado se procesaron scaffolds (biopolimeros tridimensionales) con
matriz sin organizacion especifica y con organizacion superficial acanalada, denominados
liso y microestructurado respectivamente. Ambos sembrados con un total de 1 millén de
células C2C12, que fueron cultivados en un ambiente idoneo para su diferenciacion
musculoesquelética durante 0, 7, 14 y 21 dias (tiempo de diferenciacion). Se utilizaron
técnicas citoldgicas, histoldgicas e inmunohistoquimicas para evaluar aspectos como la

viabilidad, proliferacién, asociacion celular y la diferenciacion celular musculoesquelética.

Se establecieron las variables segun: A) vitalidad o muerte celular, de acuerdo a la
morfologia individual celular y las caracteristicas nucleares, separandolas en células viables
y no viables (picnoticas y); B) diferenciacion celular, separandolas en: células fusadas (F) y
células redondas (R) (segun sus caracteristicas de células iniciales como mioblastos),
alargadas uninucleadas (AU), alargadas multinucleadas (AM) y gigantes multinucleadas
(GM); C) proliferacion, denominandolas células mitoticas; y D) asociacion celular, de
acuerdo a si distribucion en el scaffold, separandolas en: grupos parches (GP) y grupos
redondos (GR). Todos estos criterios establecidos con técnica histoldgica (Tricrémico de

Arteta) mediante la observacién directa en microscopio 6ptico.

A través de la técnica de inmunohistoquimica se identifico la proliferacion celular
mediante la expresion de PCNA, también se identificd diferenciacion celular, mediante la

expresion de marcadores miogénicos como: Desmina, Miogeninay MYH.

Finalmente se identifico cual de los scaffolds presenté la mejor estructura

tridimensional, y cuél fue el mejor tiempo de cultivo celular en los scaffolds.
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5.1 Descripcidn de la Viabilidad

Los scaffold lisos presentaron una viabilidad celular menor a la de los
microestructurados. Si bien los valores en porcentajes son similares en ambos grupos, son
finalmente los microestructurados los que obtuvieron los valores mas altos en cuando a la
viabilidad de las células implantadas. De esto podemos deducir, que las células incubadas en
el scaffold con estructura acanalada, semejante a la orientacion de las fibras musculares
esqueléticas, se adaptan y sobreviven mejor que cuando no tienen una estructura
definida(28)(29)(12)(30).

Por otro lado, el scaffold que presenté mayor viabilidad celular fue el del dia 21, de
lo que podemos deducir que en el transcurso de los dias de incubacion las células sobreviven
de manera favorable al entorno dado, tanto en lo que respecta a matriz tridimensional y los
medios agregados. Finalmente, el dia en que hubo menor viabilidad celular fue el scaffold
del dia 0, lo cual puede deberse a la cantidad de células iniciales en el momento del cambio

de medio de cultivo, el cual es mayor a la cantidad de células del dia 21.

En cuanto a la subclasificacion de las células viables respecto a sus caracteristicas
morfologicas de diferenciacion miogénica, la mayor cantidad de estas células se presentd en
los scaffolds del dia 7 microestructurado y liso, y la menor cantidad en los scaffolds del dia
0 tanto en los microestructurados como en los lisos. En particular, el mayor nimero de células
alargadas uninucleadas (AU) y multinucleadas (AM) se presentd en el scaffold
microestructurado del dia 7. En el caso de las células gigantes multinucleadas (GM) el mayor

namero se presentd en el scaffold liso, de la misma manera en el dia 7.

Este resultado se corrobora con lo obtenido en un estudio de matrices porosas o
polimeros de fibras altamente orientadas y no orientadas en el cual las células incubadas en
la matriz de fibras orientadas presenta una mayor actividad metabdlica que en matrices de
fibras no orientadas y no fibrilares(22)(31). En adhesion, estudios de estructuras con disefios
en 3D que utilizan la ingenieria de tejidos para el cultivo celular y la formacion de tejidos in
vitro, presentan un 87,5% de viabilidad en las primeras 24 horas, cuyo nimero de células

aumenta en los siguientes 7 dias aproximadamente el doble(29).
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5.1.1 Proliferacion celular.

Los scaffolds lisos presentaron un mayor porcentaje de division celular que los
microestructurados. Sin embargo, al hacer la correlacion con los resultados del H-score de
PCNA el resultado se contrapone debido a que los scaffolds microestructurados presentan la
mayor proliferacion celular, esto puede deberse a que esta técnica evidencia varias etapas del
ciclo celular relacionadas con la division(32). De esto podemos deducir, que los scaffolds
que fueron disefiados con una microestructura superficial definida (acanalada) dejan en
evidencia que los mioblastos, se reproducen y crecen mejor en un espacio tridimensional
semejante a su organizacion in vivo. De igual manera se evidencia en otros estudios, en los
que se utilizan mediciones colorimétricas, en donde el indice de proliferacion celular es

mayor en matrices con fibras altamente orientadas(22).

En cuanto a los dias de incubacion en el medio de diferenciacion, el scaffold que
presento el mayor promedio de proliferacion fue el del dia 7. Este resultado se corrobora con
el porcentaje de mitosis y el H-Score de PCNA obtenidos, por lo que podemos deducir que
luego de transcurrida una semana las células alcanzan un punto maximo de proliferacion, el
cudl va decreciendo hasta el dia 21. Esto podemos explicarlo debido a que se espera que la
proliferacion disminuya cuanto comienza el proceso de diferenciacion, la célula comienza el

arresto para la diferenciacion musculo-esquelética(30).

5.2 Grupos Celulares

En el caso de la asociacion celular los scaffolds microestructurados fueron los que
presentaron la mayor cantidad de grupos tanto en forma de parche como redondos, siendo
los grupos parches los de mayores perimetros. De esto podemos deducir que las céelulas
incubadas en los scaffolds microestructurados se asociaron entre si de mejor manera en un
entorno tridimensional similar al del mudsculo in vivo, traducido en una mayor cantidad de
células agrupadas en grandes grupos de forma paralela y en alineacion. No obstante, la
asociacion que ocurre entre las células deja en evidencia la falta de asociacion de estas con
las paredes del scaffold, en donde las células no se adhieren a la estructura entregada para

crecer en su espesor, sino que se adhieren entre si para crecer agrupadas. Esto puede deberse
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a las propiedades del scaffold, ya sean reoldgicas o de materiales, las cuales pueden no ser

las adecuadas para las células utilizadas o pueden generar el “rechazo de estas”(12)(33)(34).

Por otro lado, al ser los scaffolds lisos quienes presentaron la menor cantidad de
grupos celulares, tanto en grupos parches como en grupos redondos, dentro de los cuales
fueron los grupos redondos los que presentan los mayores perimetros. Podemos deducir que
las células en los scaffolds lisos tienden a asociarse en grandes grupos de células

compactadas, sobrepuestas y con abundancia de picnosis, evidencia de muerte celular.

Estudios afirman que la asociacion celular en grupos se asume como un factor
importante para el proceso de cultivo celular. Dependiendo de las caracteristicas de dichos
grupos, es si se generara o no una resistencia adicional al transporte de oxigeno y nutrientes.
En el caso de que un grupo esté muy compactado podria generarse hipoxia hacia el centro
afectando la viabilidad celular(35). Este principio se aplica también a la distribucion celular
no homogénea en el espesor del scaffold, debido a que se evidencia tendencia hacia la

periferia.

Finalmente, el scaffold que presentdé mayor cantidad de grupos parches y grupos
redondos fue el scaffold del dia 0, de lo cual podemos deducir que las células comienzan a
agruparse desde el momento en que son expuestas al medio de diferenciacién. Por otro lado,
en el caso de los grupos parches, el scaffold que presenta los mayores perimetros es el del
dia 0, por lo que se deduce que al inicio de la diferenciacion es cuando las células tuvieron
mayor asociacion de forma paralela y alineada. En el caso de los grupos redondos, el scaffold
que presenta mayores perimetros es el del dia 21, por lo que se deduce en el transcurso de los

dias las células tienden a una mayor asociacion de forma compactada y superpuesta.

Es importante, luego de este hallazgo, indagar en los posibles motivos de las
asociaciones celulares presentadas, y responder a interrogantes en torno a las moléculas
especificas de adhesion que estan interactuando en mayor o menor cantidad en cada grupo,

identificar si son diferentes en cada situacion o si tienen alguna alteracion(28).
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5.3 Marcadores de Diferenciacion celular musculoesquelética: H-Score.

En la diferenciacion celular los scaffolds lisos presentaron mayor H-Score en
Desmina, Miogenina y MYH que en los scaffolds microestructurados, lo que deja en
evidencia que la diferenciacion musculoesquelética ocurrié en mayor cantidad en los

scaffolds que no tienen una estructura 3D definida.

En el caso de la Desmina y la Miogenina, el scaffold que present6 el mayor H-score
fue el del dia 0. Lo anterior se relaciona con las primeras etapas de diferenciacion celular,
cuando se esta formando el miotubo inmaduro, es el momento en que se presentan en mayor
cantidad estos factores de la diferenciacion musculoesquelética. En cambio, para MYH el
scaffold que presentd el mayor H-Score fue el del dia 7, de lo cual se puede deducir que luego
de una semana transcurrida las células se encuentran en mayor cantidad en la via de

diferenciacion hacia fibras musculares maduras(36).

Lo anterior coincide con otros estudios en los que se realiz6 la descripcion de los
marcadores miogénicos por PCR, donde se evidencia que las desmina en el dia 0 de
incubacién tuvo los mayores niveles de expresién en comparacion con la miogenina y la
MYH. Ademaés, su expresion fue aumentando con el tiempo de cultivo en medio
diferenciador. En el dia O el nivel de expresion de miogenina fue bajo, sin embargo, aumenta
considerablemente su expresion en el transcurso de los dias. Finalmente la expresion de
MYH es la Gltima en aumentar llegando a ser la mas expresada en la etapa de diferenciacion
tardia(9).

El resultado del H-score respecto al tiempo de incubacion de las células en el medio
de diferenciacion revela que, para todos los marcadores utilizados, hay una mayor marcacién
desde el dia 0 al dia 7, el cual desciende progresivamente a tiempos largos. De esto podemos
deducir que, durante la primera semana de diferenciacion, las células presentan una mayor
cantidad de fibras musculares en proceso de maduracién final. Resultados que se asemejan
también a otros estudios en los que el punto maximo de diferenciacion es alcanzado al dia 4
de cultivo(9)(37).
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Luego de transcurrida la semana los valores descienden, por lo que se deduce que los
medios no son suficientes para mantener y llevar a cabo la diferenciacion completa. Esto
puede ser explicado por la técnica utilizada para mantener a los polimeros con las células en
cultivo, el cual baja su rendimiento con el paso de los dias y no cumple las necesidades que
las células musculares requieren en su proceso de diferenciacion in vivo. Sistemas
especializados como biorreactores y sistemas de estimulacidn mecénica son necesarios para

complementar la diferenciacion celular (4)(38)(39).

El cese de diferenciacion puede deberse también a dos factores fundamentales en los
scaffolds, que son: 1) las caracteristicas reoldgicas que presentan los scaffolds utilizados; la
rigidez y el espesor tienen impacto en la proliferacion, adhesion y movilizacion celular(33),
2) los materiales no mamiferos utilizados en la formacién del scaffold que pueden provocar
el “rechazo” de las células en el transcurso del tiempo, debido a que las células son de origen
mamifero y necesitan componentes como la fibronectina, el colageno y la laminina de origen
animal(12)(40)(41).
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Capitulo 6: Conclusion

Conclusiones experimentales

1) Los scaffolds microestructurados presentan mejor viabilidad, proliferacion vy

asociacion celular que los scaffolds sin microestructura o lisos.

2) Los scaffolds lisos presentan mejor diferenciacion celular que los scaffolds

microestructurados.

3) A los 7 dias de incubacion celular se obtienen los mejores avances en el proceso de

diferenciacion musculoesquelética.

4) Las células C2C12 viven y proliferan favorablemente en los scaffolds utilizados, sin

embargo, su diferenciacion musculoesquelética es insuficiente.

5) Las células C2C12 no tienen la interaccion esperada con los scaffolds, lo que se
traduce en una tendencia a asociarse en grupos y una falta de adhesién de las células

con la matriz.
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ANEXO A

Fotomicrofotografias

-

A\

Figura Al: Fotomicrografia de cortes histoldgicos de los scaffolds con y sin
microestructura incubados con 1 millon de células al dia 0 de cultivo. A) corte transversal
del scaffold microestructurado en donde se evidencia la estructura acanalada de las paredes,
GR indica un grupo redondo asociado al scaffold. B) Corte transversal del scaffold sin
microestructura o liso en donde se evidencia la estructura desorganizada de las paredes, GR
indica un grupo redondo asociado al scaffold. Tincion: Tricrdbmico de Arteta. Barra de

escala: 100 um
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Figura A2: Fotomicrografias de cortes histologicos de los scaffolds con
microestructura, incubados con 1 millén de células al dia 7 de cultivo, con células viables y
no viables. A) R indica células con caracteristicas morfoldgicas de vitalidad y citoplasma
esférico denominadas “células redondas”. B) F indica células con caracteristicas
morfologicas de vitalidad y citoplasma alargado o estrellado denominadas “células fusadas”,
P indica células con caracteristicas morfologicas de muerte celular denominadas “células

picnoticas”. Tincion: Tricromico de Arteta. Barra de escala: 30 pm.
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Figura A3: Fotomicrografias de cortes histolégicos de los scaffolds con
microestructura (A) y sin microestructura (B), incubados con 1 millon de células al dia 7 de
cultivo. A) AU indica células denominadas “Alargadas uninucleadas” por su tamafio
considerablemente mayor al de los mioblastos incubados y poseer 1 nicleo; F indica “células
fusadas” y R indica “células redondas”, ambas de morfologia similar a los mioblastos
incubados. B) AM indica células “Alargadas multinucleadas” por su tamafio y a que poseen
2 0 mas nuacleos; GM indica “células gigantes multinucleadas”. Tincion: Tricromico de

Arteta. Barra de Escala: 30 um.
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Figura A4: Fotomicrografia de corte histologico de scaffold sin microestructura,
incubado con 1 millén de células al dia 7 de cultivo. C) GM indica células denominadas
“gigantes multinucleadas” por su forma y tamafio mayor al de los mioblastos incubados y a

que poseen 2 0 mas ndcleos. Tincidn: Tricromico de Arteta. Barra de Escala: 30 um.
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Figura A5: Fotomicrografia de cortes histologicos de scaffolds con microestructura,

incubados con 1 millén de células al dia 7 de cultivo, con células viables en division mit6tica.
B) (**) indica una célula en metafase. C) (***) indica una célula en telofase. Tincidn:

Tricrémico de Arteta. Barra de escala: 30 um.
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Figura A6: Fotomicrografia de cortes histologicos de los scaffolds con
microestructura (A) y sin microestructura o liso (B) en el dia 0 de cultivo, con células
asociadas en grupos. A) Células asociadas de forma concéntrica y compactada formando un
grupo denominado “grupo redondo” B) Células asociadas de forma paralela y extendida
formando un grupo denominado “grupo parche”. Tincion: Tricromico de Arteta. Barra de

escala: 50 um
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Figura A7: Fotomicrografia de cortes histolégicos de los scaffolds sin
microestructura (A) y con microestructura (B) en el dia 7 de cultivo. Células marcadas con
anticuerpo anti-PCNA utilizando técnica inmunohistoquimica, reaccion cromégena de color
café al revelar con DAB, tincion nuclear, Escala de referencia en intensidad de tincion
utilizada para el H-score siendo 0 (sin tincién), +1 (tincion débil), +2 (tincion media), +3
(tincion fuerte). A) (») indica células iniciales de intensidad 0, (33) indican células redondas

de intensidad +2. B) (—) indica células fusadas de intensidad +1, (33) indica células fusadas

con intensidad +2 y (»+) indica células fusadas con intensidad +3. Barra de escala: 20 um

en escala de intensidades y 30 um en scaffold.
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Figura A8: Fotomicrografia de cortes histologicos del scaffold con microestructura
en el dia 7 de cultivo. Células marcadas con anticuerpo anti-Desmina utilizando técnica
inmunohistoquimica, tincién citoplasmatica, revelado con DAB, Escala de referencia en
intensidad de tincion utilizada para el H-score siendo O (sin tincién), +1 (tincion débil), +2
(tincién media), +3 (tincion fuerte). A) (—) indica celulas iniciales de intensidad +1, (*2)
indica ceélula fusada de intensidad +3. B) (—) indica célula alargada uninucleada de
intensidad +1, (=) indica célula fusada y una célula alargada uninucleada, ambas de
intensidad +3. C) (») indica células fusadas sin tincion (0), () indica célula gigante
multinucleada de intensidad +3. Barra de escala: 20 um en escala de intensidades y 30 um

en scaffold.
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Figura A9: Fotomicrografia de cortes histoldgicos del scaffold microestructurado en
el dia 7 de cultivo. Células marcadas con anticuerpo anti-Miogenina utilizando técnica
inmunohistoquimica, reaccion cromégena de color café al revelar con DAB, tincion
citoplasmatica, Escala de referencia en intensidad de tincién utilizada para el H-score siendo
0 (sintincidn), +1 (tincion débil), +2 (tincion media), +3 (tincion fuerte). A) (—) indica célula

fusada uninucleada y, células iniciales ambos de intensidad +1, (33) indica células iniciales

de intensidad +2. B) (—) indican células iniciales de intensidad +1, (33) indica célula inicial

y célula alargada uninucleada, ambas de intensidad +2. Barra de escala: 20 um en escala de
intensidades y 30 pm en scaffold.
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Figura A10: Fotomicrografia de cortes histoldgicos del scaffold del dia 7 de cultivo.
Células marcadas con anticuerpo anti-MY H utilizando técnica inmunohistoquimica, reaccién
cromogena de color café al revelar con DAB, tincidn citoplasmatica, Escala de referencia en
intensidad de tincion utilizada para el H-score siendo 0 (sin tincién), +1 (tincién débil), +2
(tincién media), +3 (tincion fuerte). A) (») indica células fusadas sin tincion (0), (—) indica
célula fusada de intensidad +1, (33) indica células fusadas de intensidad +2. B) (») indica
células fusadas sin tincion (0), (—) indica célula gigante multinucleada de intensidad +1. C)
(») indica células fusadas sin tincion 0, (—) indica células iniciales de intensidad +1, (=3)

indica célula fusada de intensidad +2. Barra de escala: 20 pum en escala de intensidades y
30 um en scaffold.
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ANEXO B
Protocolos del Laboratorio de Biologia de la Reproduccion y Del Desarrollo.

B.1 Procesamiento de las muestras con técnica de rutina luego de la fijacion en
procesador de tejidos con sistema al vacio.

Alcohol 80% 1 hora
Alcohol 95% 1 hora
Alcohol 95% 1 hora
Alcohol 95% 1 hora
Mezcla de Alcohol 95% /Butanol 1 hora
Mezcla de Alcohol 95% /Butanol 1 hora
Butanol 8 horas
Butanol 8 horas
Butanol 8 horas
Paraplast Plus 10 horas
Paraplast Plus 10 horas
Paraplast Plus 10 horas

Luego de este proceso se formaron los tacos de parafina, los cuales fueron cortados en
Micrétomo a 5 um, en cintas de 15 cortes.

B.2 Tincion con Tricromico de Arteta

Desparafinaje

Xilol | 5
Xilol 11 5
Xilol 111 5
Alcohol 100% | 5
Alcohol 100% II 5
Alcohol 100% 111 5
Alcohol 95% | 5
Alcohol 95% Il 5
Alcohol 80% 5
Alcohol 70% con Li.CO3 5
Alcohol 70% 5’
Agua destilada | 5
Agua destilada 11 5
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Tincion

Hematoxilina de Harris 1’15
Agua corriente 10°
Agua destilada 5’
Eritrosina- Orange G 30”
Agua destilada 5’
Acido fosfottingstico al 0,5% 10’
Agua destilada 5’
Azul de anilina 1% 1’15
Deshidratacion

Alcohol 95% | 1’
Alcohol 95% I I’
Alcohol 95% Il1 I’
Alcohol 100% I 10°
Alcohol 100% 11 5’
Alcohol 100% II1 5’
Xilol | 10°
Xilol 11 5’
Xilol 11 5’

Montaje con Cubreobjetos y Entellan.
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B.3 Inmunohistoquimica: Miogenina, Desmina, MYH, PCNA.

Dial

Desparafinaje

Xilol | 5’
Xilol 11 5’
Xilol 111 5’
Alcohol 100% | 5’
Alcohol 100% 11 5’
Alcohol 100% IlI1 5’
Alcohol 95% | 5’
Alcohol 95% 1 5’
Alcohol 80% 5’
Alcohol 70% con Li,CO3 5’
Alcohol 70% 5’
Agua destilada | 5’
Agua estilada Il 5’
Buffer tris 5
Recuperacion antigénica

Buffer tris-EDTA (T° ambiente) 5’
Vaporera* 30°

Enfriamiento de preparaciones en agitador | 20’
Agua destilada | (en agitador) 10°
Agua destilada Il (en agitador) 10°
Agua destilada Il (en agitador) 10°

*Encender la vaporera previamente para tener la T° adecuada antes de colocar las muestras.

Bloqueo peroxidasa enddgena:

Peroxido de hidrogeno (2% en metanol) (en | 30’
agitador)
Agua destilada | (en agitador) 5’
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Incubacidén con anticuerpos (en agitador)

Trasladar las preparaciones a la bandeja y marcarlas con lapiz hidréfobo

Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
Suero de Cabra* 2% en Tris buffer (200 | 30’
pL/porta)
Anticuerpo primario (4°C) (200 puL/porta) | Over night
e Miogenina (Santa cruz, sc-576,
policlonal)1:100 en buffer tris
e Desmina (Santa cruz, sc-14026,
policlonal)1:250 en buffer tris
e MYH (Santa cruz, sc-20641,
policlonal)1:100 en buffer tris
e PCNA (Santa cruz, sc-56,
monoclonal)1:1000 en buffer tris
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
Anticuerpo secundario: Anti-conejo hecho | 1 hora.
en cabra 1:500 (Des, Miog, MYH).
Anti-raton hecho en cabra 1:500 (PCNA)
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
Complejo ABC** (200 pL/porta) 90’
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’
Tris buffer 111 5’
Diaminobencidina (DAB)*** (200 10°
pL/porta)
Tris buffer | 5’
Tris buffer 11 5’

Transferir las preparaciones al canastillo

*Antes de comenzar con los lavados en buffer, se debe preparar el anticuerpo secundario.

**E| complejo ABC se debe preparar 30 minutos antes de aplicarlo.
***Se debe preparar y mantener en oscuridad, ademas debe ser preparado poco antes de ser

utilizado.
Tincion de contraste

Agua destilada | 5’

Agua destilada 11 5’

Hematoxilina 10

Agua corriente 10°

Agua destilada | Enjuague rapido
Agua destilada Il 5’

Agua destilada 111 5’
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Deshidratacion

Alcohol 50% 5
Alcohol 70% 5
Alcohol 80% 5
Alcohol 95% | 5
Alcohol 95% Il 5
Alcohol 100% | 5
Alcohol 100% |1 5
Alcohol 100% I1I 5
Xilol | 5
Xilol 11 5
Xilol 111 5

Montar con entellan.
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