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Resumen—Un  andamio celular también llamado
biomaterial, es un soporte inicial que permite la proliferacién,
adhesion, diferenciacion celular, asi como la sintesis de matriz
extracelular. El objetivo de esta investigacion fue evaluar el
efecto de un polimero compuesto de acido polilactico
adicionado de quitosano sobre la adherencia y viabilidad de
osteoblastos humanos MG-63, para conocer si éste es funcional
como un andamio celular en tejido éseo. La adherencia y las
caracteristicas morfolégicas de los osteoblastos desarollados
sobre los polimeros constituidos por acido polilactico y
diferentes concentraciones de quitosano (1, 3 y 5%) fueron
evaluadas mediante una tinciéon de falodina-rodamina y
observada en microscopia confocal en los dias 1, 7, 14 y 21, la
viabilidad de las células adheridas al biomaterial se evalué con
la técnica de MTT. En los biomateriales compuestos con
quitosano se observé la adherencia de los osteoblastos, los
cuales presentaron morfologia bldstica caracteristica, el
aumento en la confluencia de las células sobre los biomateriales
dependio de la concentracién de quitosano. Los biomateriales
sin quitosano también mostraron células adheridas, pero en
menor confluencia que con quitosano. La mayor actividad
metabdlica se evidencié a los 21 dias. Los osteoblastos se
adhieren y proliferan en los biomateriales de acido polilactico y
quitosano.
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I. INTRODUCCION

La ingenieria de tejido 0seo es una ciencia altamente
interdisciplinaria que pretende abordar las cuestiones
clinicas relacionadas con los huesos [1]. Esta ciencia
conjunta la tecnologia del cultivo celular, la ingenieria de
materiales y factores bioquimicos para restaurar y mantener
los tejidos, ya sea para crearlos o para regenerar tejidos
dafiados [2]. Actualmente existen diversas enfermedades
asociadas a la pérdida de tejido dseo, por lo que la ingenieria
de tejidos busca continuamente tratar la pérdida de hueso
por medio del uso de productos biomédicos obtenidos a
partir de biomateriales, con aplicaciones en reparacion de
tejidos danados [3]. El campo en desarrollo de la ingenieria
de tejidos apunta a regenerar los tejidos danados mediante la
combinacion de las células del cuerpo con biomateriales,
que actian como soportes para la regeneracion de tejidos,
guiando el crecimiento de nuevo tejido [4]. Un andamio,
también llamado biomaterial, es una estructura o soporte

inicial que permite la proliferacion, adhesion y
diferenciacion celular, asi como la sintesis de matriz
extracelular que provee de integridad estructural al tejido en
formacion [5].

El quitosano ha jugado un papel importante en la
ingenieria de tejido dseo en las tltimas dos décadas, este es
un polimero natural que se obtiene de la quitina, que forma
un componente principal del exoesqueleto de crustaceos. En
los ultimos afios, se ha prestado considerable atencion a los
materiales compuestos de quitosano y sus aplicaciones en el
campo de la ingenieria de tejido 6seo, debido a sus
reacciones minimas de cuerpo, a que tiene una naturaleza
intrinseca antibacteriano y tiene la capacidad de ser
moldeado en diversas geometrias y formas, adecuados para
el crecimiento interno celular y la osteoconduccion [6].
Algunas de las aplicaciones del quitosano en el area
biomédica es su uso como membrana de hemodialisis,
suturas biodegradables, sustituyentes artificiales de la piel,
agente cicatrizante en quemaduras y sistemas liberadores de
farmacos [6]; es importante decir que hay numerosas
investigaciones que hacen referencia a su afinidad sobre
diversos tejidos y su grado de biodegradabilidad y
biocompatibilidad [7]. La naturaleza intrinseca del acido
polilactico la hace deseable para la de fijacion de hueso,
debido a que pueden eliminar la osteopenia; estudios
sugieren que la biocompatibilidad y toxicidad del acido
polilactico con tejido 6seo [8].

II. METODOLOGIA

1) Elaboracion de Biomateriales: Los materiales se
sintetizaron a base de acido polilactico en forma de resina y
quitosano obtenido de exoesqueleto de camarones (Los
detalles de la sintesis y caracterizacion de los materiales se
reservan con fines de patente). Los materiales se obtuvieron
en forma de cilindros largos, los cuales se cortaron para
obtener cubos de 0.5 cm’, con los que se realizaron las
pruebas bioldgicas en placas de 96 pozos.

2) Cultivo de células: La linea celular de osteoblastos
humanos MG-63 (ATCC CRL-1427) se cultivo en a-Medio
Minimo Esencial (a-MEM Thermo Scientific, EE.UU.)
suplementado con 10% de suero fetal de bovino (SFB,
Gibco) en una atmosfera humidificada con 95% de aire y
5% de CO2, a 37° C, el medio se renovo cada tres dias y
cuando las células alcanzaron la confluencia se utilizé una
solucién de tripsina para separar las células confluentes de
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los frascos, posteriormente se contabilizaron las células con
camara de neubauer tefiidas previamente con azul de tripano
para tener una densidad final de 50,000 células en 200 pl a-
MEM.

3) Esterilizacion de biomateriales: Los materiales se
lavaron dos veces con etanol absoluto durante 1 hora en
tubos de 15 ml y posteriormente se dejaron 15 min
expuestos a luz UV.

4) Cultivo de células en los materiales: Los materiales
contenidos en placas de 96 pozos se incubaron con a-MEM
durante la noche, posteriormente se adicionaron 50,000
células en cada material con medio a-MEM, se incubaron
durante 24 h en una atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. El
medio se cambid todos los dias y la actividad osteogénica se
evaluo aldia 1,7, 14y 21.

5) Evaluacion de la actividad metabdlica de los
osteoblastos MG-63 desarrollados sobre los biomateriales:
Para determinar la actividad metaboélica y la viabilidad de
los osteoblastos sobre los biomateriales se realiz6 un ensayo
colorimétrico usando Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-
2,5 difeniltetrazolico (MTT). Este método permite medir la
viabilidad celular basado en la reduccion del MTT (de color
amarillo) a una sal de formazan de color azul, por la
actividad de la succinato deshidrogenasa mitocondrial de las
células [10]. Al término de cada uno de los tiempos a
evaluar, el medio de cultivo de cada pozo se retird y se
adicind 50 pL de una solucion de MTT (25 mg/mL) y 50
pL de o-MEM suplementado con 10% de SFB. La placa se
incub6 durante 3 h, a 37 'C y 5% de CO,. Después de este
tiempo se retird el material del pozo y las sales de formazan
se solubilizaron con 100 pL por pozo de una solucion de
dimetil sulfoxido, agitando durante 15 min. Finalmente, la
densidad optica se determind a 545 nm en un
espectrofotometro para microplacas.

6) Evaluacion de la morfologia de los osteoblastos
desarrollados sobre los biomateriales: Los osteoblastos se
sembraron en los biomateriales esterilizados a una densidad
de 50000 células y se incubaron durante 1, 7, 14 y 21 dias,
después de cada tiempo, las células crecidas en cada
material se fijaron con paraformaldehido al 4%. Los
filamentos de actina se tifieron con rodamina-faloidina
(Sigma Aldrich) durante 20 minutos a temperatura ambiente
y el exceso de rodamina se elimino lavando 5 veces con
PBS. Las preparaciones se observaron en un sistema de
microscopia confocal de barrido laser (LSMS5 Pascal, Zeiss).

III. RESULTADOS

A. Actividad metabdlica y viabilidad de los osteoblastos
sobre los biomateriales

Los resultados de MTT demostraron que la actividad
metabdlica de los osteoblastos se increment6 a los 21 dias
cuando se crecieron en el biomaterial adicionado de
quitosano en comparacion con las células crecidas en el
PLA, en donde no hubo un incremento importante de la

actividad metabolica. Estos resultados también indican que
los osteoblastos permanecen viables sobre los biomateriales
hasta el dia 21 (Figura 1).
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Fig. 1. Actividad metabdlica de los osteoblastos
desarrollados sobre los biomateriales. Se sigui6 una cinética
de 1,7, 14 y 21 dias de incubacion. PLA (Acido
Polilactico), QUI 1% (Quitosano 1%), QUI 3% (Quitosano
3%) y 5% (Quitosano 5%).

En la figura 2 se puede apreciar la reduccion del MTT y
la formacion de las sales de formazan sobre los
biomateriales. Es notorio el incremento de la sal de
formazan en el transcurso de los dias.
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Fig. 2. Reduccion de MTT y formacion de la sal de
formazan en los pozos que contenian previamente los
biomateriales.

B. Morfologia de los osteoblastos desarrollados sobre
los biomateriales

En la Fig. 3 se presentan imagenes representativas de la
superficie de los materiales obtenidas por microscopia
confocal. En el biomaterial de PLA se observa una
superficie mas lisa y homogenea por el contrario los
biomateriales adicionados de quitosano presentan una
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superficie heterogenea, rugosa y con lineas que semejan
fracturas.

Fig. 3. Superficie de los materiales por microscopia
confocal. (A) PLA, (B) PLA/QUI 1%, (C) PLA/QUI 3%y
(D) PLA/QUI 5%

En todos los biomateriales compuestos con quitosano,
se encontr6 adherencia de los osteoblastos, los cuales
presentaron morfologia caracteristica, con una distribucion
longitudinal del citoesqueleto de actina. Se observd un
incremento en la confluencia de las células crecidas sobre
los materiales al incrementarse la concentracion del
quitosano. El biomaterial inicamente con acido polilactico
también mostrd células adheridas aunque en menor
confluencia que los adicionados de quitosano (Figura 4).
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Fig. 4. Citoesqueleto de osteoblastos desarrollados sobre los
biomateriales. Se sigui6 una cinética de 1,7, 14y 21 dias
de incubacion. A (PLA), B (PLA-QUI 1%), C (PLA-QUI

3%) y D (PLA-QUI 5%). PLA (Acido Polilactico), QUI 1%
(Quitosano 1%), QUI 3% (Quitosano 3%) y 5% (Quitosano
5%).

IV. DISCUSION

Uno de los retos en el area de sintesis de materiales es
demostrar su funcionalidad y su potencial aplicacion. En
este trabajo se evalud el potencial bioldgico de nuevos
materiales cuya composicion estd basada en una
combinacion de 4cido polilactico y quitosano. Aqui se
presentan resultados de la actividad metabolica y la
morfologia de osteoblastos desarrollados sobre dichos
materiales. El material que contiene solo PLA no mostr6 un
incrementd evidente en la actividad bioldgica de los
osteoblastos a los 21 dias, sin embargo los materiales con
PLA/QUI 1%, PLA/QUI 3% y PLA/QUI 5% si mostraron
un alto incremento en los niveles de absorbancia, lo que
indica un incremento de la actividad bioldgica de las células
desarrolladas en estos materiales. Esto se relaciona a la
presencia del quitosano en la composicion de los materiales
(Fig. 2). Los pequefios cambios observados en los niveles de
absorbancia del dia 7 al 14 podrian estar relacionados al
proceso de adaptacion celular y no por un efecto citotdoxico
del material, ya que si hubiese un efecto toxico habria un
decremento en la actividad metabdlica a los 21 dias. La
reduccion de MTT es un método que no solo determina la
actividad metabolica, sino también determina la
citotoxicidad del material sobre los osteoblastos MG-63,
por lo que el incremento en la actividad metabdlica indica
también que los biomateriales no son toxicos para estas
células [10].

La reduccion de MTT evidencid de forma cualitativa la
proliferacion celular, mismo que tuvo un pico maximo a los
21 dias (Fig. 1), por lo anterior mencionado no solo el PLA
favorece la proliferacion, sino también el quitosano, es decir
los dos compuestos inducen una accion en conjunto.

Es importante mencionar que hay numerosas
investigaciones que hacen referencia a su afinidad del
quitosano sobre algunos tejidos [6], esto se puso en
evidencia cuando los osteoblastos tuvieron mayor actividad
metabolica a los 21 dias en materiales que contenian
PLA/QUI a sus diversas concentraciones; el quitosano crea
una superficie de mayor contacto, formando ranuras,
relieves y poros sobre la superficie del material que inducen
que los osteoblastos tengan una mayor afinidad por este tipo
de superficies que solo cuando esta el PLA, ya que éste es
liso y la superficie de contacto es menor, sin embargo el
quitosano incrementa la superficie de contacto. Ademas de
aumentar la afinidad de las células por el material, se
conoce que el quitosano puede incrementar las propiedades
bioldgicas ya que tiene la capacidad de ser un acelerador de
la formacion de osteoblastos responsables de la formaciéon
Osea, esto es debido a que su estructura es similar a la
glucosamina de la matriz extracelular 6sea [9].
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En todos los biomateriales compuestos con quitosano se
encontr6 adherencia de los osteoblastos y éstos presentaron
morfologia blastica caracteristica, con una distribucion
longitudinal del citoesqueleto de actina (Fig. 4). Se observo
un incremento en la confluencia de las células desarrolladas
sobre los materiales al incrementarse la concentracion del
quitosano. Los materiales compuestos inicamente con acido
polilactico también mostraron células adheridas, aunque en
menor confluencia que los adicionados de quitosano. Estos
resultados aportan datos interesantes, ya que la composicion
del material con el quitosano no solo favorece que las
células se mantengan viables, sino que permite que las
células se adhieran y adopten su morfologia caracteristica, lo
cual indica que la superficie del material es un nicho con las
condiciones iddneas para que las estructuras citoplasmaticas
de la célula relacionadas con la adherencia hacia los
sustratos se desarrollen adecuadamente [9].

La reduccion de MTT y la tincion con faloidina
rodamina evidencia la viabilidad de las células, ademas de
indicarnos que las células se ven favorecidas en presencia de
quitosano, el cual posiblemente podria inducir un proceso
completo de neoformacion 6sea. La linea celular MG-63 no
se encuentra 100% diferenciada, los resultados aqui
observados sugieren que los biomateriales favorecen el
proceso de diferenciacion ya que fue posible observar la
morfologia de las células sobre los materiales, es decir todas
las células tenian la formacion de prolongaciones
citoplasmaticas, que se forman en el proceso de ontogénesis.
Sin embargo la osteoconduccion y la osteointegracion, son
eventos que requieren de un analisis mas profundo y una
evaluacion de marcadores celulares que participan en esos
procesos.

V. CONCLUSION

En las ultimas dos décadas, la ingenieria de tejidos ha
tomado una gran relevancia debido al uso de andamios
celulares que permiten la regeneracion de tejidos y no solo
sustituirlo. En la presente investigacion se evidencié que los
biomateriales compuestos con acido polilactico y quitosano
tienes propiedades biologicas que permiten que los
osteoblastos se adhieran y desarrollen sus morfologia
blastica caracteristica, ademas de evidenciar que
metabolicamente estas células estan activas.
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