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Resumen— La lesion medular (LM) es un trastorno del SNC
para el cual no existen tratamientos exitosos. En los ultimos
afios se han explorado alternativas para tratar la LM, como la
terapia celular, no obstante, el hecho de inyectar células resulta
ineficaz debido a la pobre sobrevivencia de las células durante
el tratamiento. Es por esto que se han utilizado nuevos
enfoques proponiendo una combinacién de injertos celulares
con biomateriales. Actualmente se han estudiado una variedad
de materiales, entre ellos se encuentra el acido poli-lactico
(PLA). Nosotros generamos andamios de PLA con distintos
tamaiios de poro (300pm, 400pm y 500pm) mediante impresion
3D y posteriormente fueron analizados por microscopia
electrénica de barrido, obtuvimos que presentaban estructuras
y poros bien definidos. Ademas, fue evaluada su idoneidad con
células madre neurales humanas (hNSC). Se realizaron
pruebas de viabilidad celular a 3, 7 y 11 dias de diferenciacién
celular, nosotros obtuvimos que el PLA no disminuye la
viabilidad e inclusive, los andamios con poros de 400pm y
500pm ofrecen beneficio al cultivo neural. En cuanto a la
proliferacion celular nosotros obtuvimos que el andamio de
500pm tiene efectos benéficos. Nosotros concluimos que los
andamios de PLA no generan toxicidad ni muerte celular en las
hNSC, por tanto, el PLA podria ser un material candidato para
la terapia de LM.

Palabras clave—iacido poli-lactico, progenitores neurales
humanos, lesion medular

I. INTRODUCCION

El término LM hace referencia a los dafios sufridos en la
medula espinal a consecuencia de un traumatismo, una
enfermedad sistémica o enfermedades degenerativas [1],
calculandose para el 2013 una incidencia mundial anual
entre 40 a 80 casos por millon de habitantes, es decir, entre
250,000 y 500,000 personas sufren cada afio LM en todo el
mundo [2].

En los ultimos afios se han explorado nuevas
alternativas para tratar la LM, como la administracion de
moléculas bioactivas, como ARN de interferencia para
llevar a cabo una terapia génica, factores de crecimiento y
anticuerpos, ademas de la terapia celular [1,3]. La terapia
con células madre tiene la finalidad de reemplazar y
promover la supervivencia de las células dafiadas y alterar el
entorno local haciéndolo mas propicio para la regeneracion
[4]. En diversos modelos experimentales se ha probado su
eficacia y la restauracion de funciones dafiadas en el sistema
nervioso central [4], sin embargo, en muchas ocasiones

sobre todo en LM, el solo hecho de inyectar células resulta
ineficaz debido a la pobre sobrevivencia de las células
durante el tratamiento, es por esto que se han utilizado
nuevos enfoques terapéuticos proponiendo una combinacion
de injertos celulares con biomateriales [2,4,5].

En numerosos estudios se ha comprobado la eficiencia
del PLA para la regeneracion del SNC y lesiones medulares
[6], sin embargo, no existen reportes donde se investigue la
idoneidad del material PLA con células humanas. Por lo
tanto, es necesario realizar la evaluacion de viabilidad
celular y proliferacion celular de células progenitoras
neurales humanas con este material. La linea celular neural
troncal humana (hNS1), es una linea celular clonal, su
origen es de tejido fetal humano de 10.5 semanas de
gestacion del cual se disecciono la region del diencéfalo y
telencéfalo y posteriormente fueron inmortalizadas de forma
condicional y en ausencia de factores de crecimiento (EFG y
FGF) se diferencian dando lugar a astrocitos,
oligodendrocitos y neuronas [7], por tanto, las hNS1 pueden
ser un buen modelo in-vitro para evaluar la factibilidad de
emplear andamios de PLA en la reparacion de lesiones
medulares.

Un aspecto importante a considerar en la ingenieria de
tejidos es la dificultad para la fabricaciéon de andamios
biodegradables, sin embargo, la obtencion de andamios
mediante impresion 3D se ha convertido en una herramienta
interesante para el disefio y sintesis de andamios de
polimeros macroporosos.

En este trabajo estudiamos la viabilidad y proliferacion
celular de la linea celular hNS1 al ser cultivadas en
andamios de PLA generados por impresion 3D; se evaluaron
tres tipos de andamios con tamafios de poro de 300um,
400pum y 500um, con la finalidad de observar si el tamafio
de poro afecta la viabilidad y proliferacion de células
neurales humanas.

II. METODOLOGIA

1) Sintesis y caracterizacion de los andamios de PLA.
Los andamios fueron disefiados en el programa
SolidWorks® (Dassault Systemes SolidWorks Corp.,
Waltham, Massachusetts, EE.UU.), posteriormente se
sintetizaron en una impresora WanHao Duplicator 4s por
medio de deposicion de capa por capa a temperatura
ambiente y utilizando como materia prima acido poli-D-
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lactico (PDLA). Para su caracterizacion, estas estructuras se
analizaron mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM).

2) Mantenimiento y diferenciacion de las células
hNSI1. Las células fueron cultivadas a 37°C, en una
atmosfera con 95% de humedad y 5% de CO,. Para
proliferar las células, estas fueron cultivadas en medio
20/20, compuesto por: DMEM/F12 (Gibco), suplementos
N2 (100x, Gibco), glucosa al 30% (Sigma), AlbuMAX-I al
20% (Gibco), 1M hepes (Gibco), aminoacidos no esenciales,
100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina
y 20 ng/ml de factores de crecimiento humano
recombinantes bFGF-2 y EGF (Research & Development).
En los experimentos de diferenciacion celular, es utilizado el
medio de diferenciacion que contiene los mismos
componentes que el medio 20/20 a excepcion de los factores
de crecimiento, bFGF-2 y EGF.

3) Esterilizacion y aclimatacion de los andamios. Los
andamios fueron sumergidos en etanol al 70% durante 2
dias, posteriormente se lavaron con solucion buffer de
fosfatos (PBS). Se pusieron en contacto con poli-L-lisina
(PLL) a una concentracion de 50 pg/ml durante toda la
noche, pasada la incubacion se lavaron con PBS y se
colocaron en una placa de 24 pozos (P24) con pinzas
estériles. Se agregaron 400 pl de medio 20/20, finalmente se
revisd la placa observando si habia contaminacion, al no
registrarse eventos de contaminacion se procedié a sembrar
las células para los posteriores experimentos.

4) Ensayos de citotoxicidad celular. Una vez que los
andamios se esterilizaron y recubrieron con PLL, fueron
colocados en P24, las células fueron sembradas a 80,000
células por pozo y se dejaron en proliferacion 3 dias,
posteriormente se sustituyd el medio 20/20 por medio de
diferenciacion. Se analiz6 la viabilidad celular mediante el
ensayo de MTT a los 1, 5 y 11 dias de haber inducido la
diferenciacion. Al dia de analisis, se desecho el medio y se
agregaron 300 ul de medio DMEM sin rojo de fenol con el
reactivo MTT a 5 mg/ml, se dejé incubar la placa durante 4
horas. Pasada la incubacion, se agregaron 300 pl de una
solucion de dodecilsulfato (SDS) al 10% con 0.25 pl de HCI
al 37%, finalmente se removieron los andamios de los pozos
y se leyo la absorbancia en un lector de microplacas a una
longitud de onda de 595 nm. Se realizaron 3 experimentos
independientes con triplicados, teniendo en cuenta un
control positivo (células en pozo con PLL) y un control
negativo (células en pozo con PLL tratadas con H>O, al 6%
una hora antes del analisis).

5) Ensayos de proliferacion celular. Los andamios
fueron colocados en P24 sin pretratamiento con PLL. Se
sembraron 100,000 células por pozo, posteriormente a los 3,
5 y 7 dias de haber sembrado, se realiz6 un conteo celular
utilizando la cdmara de neubauer y realizando una tinciéon
con azul de tripano, contabilizdndose células unidas y no
unidas. Se realizaron 2 experimentos independientes con
triplicados y teniendo en cuenta un control positivo (células
en pozo con poli-I-lisina).

1. RESULTADOS
A. Caracterizacion de los Andamios de PDLA generados
mediante impresion 3D.
Se realizd microscopia electronica de barrido de baja presion
para visualizar los andamios, todos mostraron estructuras y
poros bien definidos; los tamafios de poro de los tres tipos
de andamios fueron de 300£25um, 400£25um y 500£25um

(Fig. 1).

B. Los andamios de PDLA no generan toxicidad celular en
la linea celular hNS1.

Se evalud la citotoxicidad celular por medio del ensayo
de MTT a distintos estadios de diferenciacion (1, 5y 11 dias
de diferenciacion); debido a que el area superficial expuesta
para que se unan las células en los andamios es menor que la
de los pozos utilizados como control positivo, se colocaron
los andamios en pozos recubiertos y no recubiertos con
PLL, ya que creiamos que cuando los andamios se
colocaban en pozos sin recubrir se pegarian un menor
numero de células, y las células no unidas se desecharian al
cambiar del medio 20/20 al de diferenciacidon, observando
una baja en la viabilidad debido a la eliminacion de las
células no unidas y no por un efecto citotdxico.

En la tultima década se han reportado numerosos
estudios que comprueban la biocompatibilidad y falta de
citotoxicidad del material acido poli-lactico (PLA), al
evaluar la citotoxicidad celular que producian los andamios
de PDLA a los progenitores neurales encontramos que a un
dia de diferenciacion la viabilidad celular fue similar al
control positivo (Fig. 2). Como se comentd anteriormente,
los andamios fueron colocados en pozos recubiertos con
PLL y sin recubrir ya que creiamos que la viabilidad en
pozos sin recubrir iba ser menor debido a la perdida de
células al cambiar el medio y no por que el material fuera
toxico. Sorpresivamente observamos que el porcentaje de
viabilidad fue similar tanto en pozos recubiertos y no
recubiertos (andamio 300pum pozo sin PLL 121.146%,
andamio 300pm pozo con PLL 113.47%, Andamio 400pm
pozo sin PLL 99.35%, andamio 400um pozo con PLL
131.91%, andamio 500pm pozo sin PLL 102.73% vy
andamio 500um pozo con PLL 142.23%), inclusive al dia 1
de diferenciacion, las células sembradas en el andamio de
300um colocado en pozo sin PLL muestra mayor porcentaje
de viabilidad que las células en andamio de 300um en pozo
con PLL (Fig. 2).

Al dia 5 y 11 de diferenciacion observamos que las
células tienen mayor viabilidad celular en los andamios con
tamafios de poro de 400um y 500um, evidenciandose en
mayor forma en el andamio con poros de 500pm (Fig. 3 y
Fig. 4). Cabe mencionar que, aunque el andamio de 300pm
no aumenta la viabilidad celular, este se comporta de forma
similar que el control, por lo tanto, podemos decir que
ninguno de los tres tipos de andamios es toxico.
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Fig. 1. Micrografias de andamios de PDLA. Para su observacién se utilizé el método de visualizacién a baja presién en microscopio electréonico de barrido, se

observan tamaiios de poro de 300+25um, 400+25pm y 500+25pm.

C. Proliferacion celular de progenitores neurales
humanos.

Se evaluo la proliferacion celular de progenitores
neurales humanos cuando son cultivados en andamios de
PDLA, realizando un conteo de células vivas y muertas a
diferentes dias de proliferacion (Fig. 5 y Fig. 6),
encontramos que aproximadamente el 50% de las células
totales se unen al andamio, ademas el andamio de 500pum
muestra beneficios en la proliferacion celular (Fig. 5).

Al realizar el conteo de células muertas se encontrdé un
porcentaje considerable de muerte celular en el
sobrenadante, a fin de esclarecer si la muerte se debia a los
productos de degradacion del andamio disueltos en el medio
o por la condicion de crecimiento en suspension se decidio
colocar 100,000 células por pozo en placas de 24 pocillos
sin tratamiento de PLL, y realizar el conteo de células vivas
y muertas a los 3, 5 y 7 dias de proliferacion, se obtuvo
desde un 26% hasta un 33% de células muertas cuando las
células crecian en suspension, en cambio, la muerte celular
en el sobrenadante en presencia de los andamios oscil6é de
los 7.6% hasta 13% (Tabla 1).Con esto concluimos que
posiblemente la muerte celular en el sobrenadante se debio

al crecimiento en suspension y no a una aparente toxicidad
por parte del andamio.

TABLA
PORCENTAJE DE MUERTE CELULAR A DISTINTOS DIAS DE
PROLIFERACION EN LOS TRES TIPOS DE ANDAMIOS Y EN
POZO CON PLL (CONTROL) Y POZO SIN PLL.

Porcentaje de Células Muertas

Condicion de cultivo

Dia3 Dia 5 Dia 7
Andamio 300pm 13.81% 12.29% 10.80%
Andamio 400pm 9.45% 10.66% 11.51%
Andamio 500pm 11.50% 8.01% 7.63%
Células pozo SPLL 2.67% 7.61% 7.01%
Células pozo PLL 26.33% 31.21% 32.35%

Con los datos obtenidos en el experimento de
proliferacion celular (células unidas al andamio y células en
suspension) se obtuvo el numero total de células vivas y se
generd una curva de crecimiento celular (Fig. 9). Es claro
que los andamios con poros de 300um y 400pm tienen un
comportamiento muy parecido al control, sin embargo, el
andamio con poros de 500um muestra un alza en el nimero
total de células al séptimo dia.

MEMORIAS XXXIX DEL CONGRESO NACIONAL DE INGENIERIA BIOMEDICA



Diferenciacion celular

Citotoxicidad celular
Dia 1
160+

1204

i

100+

80

% Viabilidad Celular

&
&

Fig. 2. Viabilidad celular de la linea celular hNS-1 a 1 dia de diferenciacién en los
tres tipos de andamios colocados en pozos recubiertos con PLL (PozoPLL) y no
recubiertos (PozoSPLL). Se realiz6 la prueba de Kruskal-Wallis> ANOVA con la
correccion de Bonferroni, en cada barra se representa la media £ SD (* p<0.05,
#* p<0.005, *** p<0.0005).
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Fig. 3. Viabilidad celular de la linea celular hNS-1 a 5 dias de diferenciacion en
los tres tipos de andamios colocados en pozos recubiertos con PLL (PozoPLL) y
no recubiertos (PozoSPLL). Se realizé la prueba de Kruskal-Wallis> ANOVA con
la correccion de Bonferroni, en cada barra se representa la media = SD (* p<0.05,
** p<0.005, *** p<0.0005).
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Fig. 4. Viabilidad celular de la linea celular hNS-1 a 11 dias de diferenciacion en
los tres tipos de andamios colocados en pozos recubiertos con PLL (PozoPLL) y
no recubiertos (PozoSPLL). Se realizé la prueba de Kruskal-Wallis> ANOVA con
la correccion de Bonferroni, en cada barra se representa la media + SD (* p<0.05,
** p<0.005, *** p<0.0005).

1.3x10° 4

Conteo celular a distintos tiempos
células vivas

1.0x10°

[ Células unidas
3 7.540°4 E3 Celulas en sobrenadante
3
3
°
E 5.0.10°
3
z
2.5:10° 4
0
& s & & &
o & § S
& P
v:"'@ L L o ,."& ‘,"‘P

Fig. 5. Conteo celular a los 3, 5y 7 dias de proliferacion. Para los andamios se
realizé el conteo tanto de células que se unieron y células que quedaron en el
sobrenadante. Representacion del conteo de células vivas (Se realizaron 2
experi t: independientes con triplicad cada uno. Control: células
plaqueadas en Pozo tratado con PLL).
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Fig. 6. Conteo celular a los 3, 5y 7 dias de proliferacion. Para los andamios se
realizé el conteo tanto de células que se unieron y células que quedaron en el
sobrenadante. Representacion del conteo de células muertas.
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Fig. 7. Cinética de crecimiento celular de progenitores neurales en los tres tipos

de andamios (células vivas totales= células unidas al andamio + células en

sobrenadante). Se logra apreciar que el andamio que ofrece ventajas al cultivo de

progenitores neurales es el andamio con poros de 500pm.
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Con este experimento podemos concluir que los
andamios no son citotoxicos y que las células que mueren en
el sobrenadante no son afectadas por los productos de
degradacion sino afectadas por el crecimiento en suspension.
Cabe mencionar que el andamio que ofrece mayores
ventajas en cuanto a la proliferacion es el andamio de
500um.

IV. DISCUSION

El producto principal de biodegradacion del PLA es el
lactato, existen dos isdmeros L-lactato y D-lactato, el lactato
de isomeria L es biologicamente activo, por lo que el D-
lactato no puede ser aprovechado por células de mamifero
[8]. En el SNC, el lactato se produce en células gliales y se
transporta a las neuronas para ser utilizado como
combustible. Para poder utilizarse, el lactato debe ser
transformado a piruvato con la enzima Lactato
deshidrogenasa (LDH) y de este generarse Trifosfato de
Adenosina (ATP) [9]. Si bien se sabe que el D-lactato no es
biolégicamente activo, es sorprendente que en diversos
estudios al utilizar el isdbmero D-lactato se observan efectos,
por e¢jemplo, sobre la neurotransmision [9], la
neuroproteccion [10] y la plasticidad cerebral [11].

Tedricamente los andamios de PDLA se degradan en D-
lactato, sin embargo, no hemos evaluado la concentracion de
este metabolito a distintos dias del cultivo. Al realizar estos
estudios y observar un incremento en la concentracion de D-
lactato nosotros podriamos atribuir que los beneficios en el
cultivo de progenitores neurales se deben al D-lactato.

V. CONCLUSION

Ninguno de los tres tipos de andamios analizados son
toxicos, sin embargo, el que ofrece mayores ventajas en el
cultivo de las células es el andamio con poros de 500um. El
tamafio de poro del andamio juega un papel importante en la
viabilidad y proliferacion celular, sin embargo, los tamafios
de poro que analizamos no muestran desventajas al cultivo
celular. Las ventajas en los cultivos de progenitores neurales
podrian deberse principalmente al D-lactato, metabolito
generado por la degradacion del material.
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