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1. RESUMEN

A la largo de la historia, la ciencia ha buscado distintas formas alternativas para
mejorar o regenerar las funciones ausentes o perdidas de los tejidos y 6érganos del
cuerpo humano. La medicina regenerativa basada, principalmente, en la
manipulacion de células madre en combinacion con biomateriales como lo es el
Quitosano/Poli-L-Lisina, tiene como finalidad el regenerar tejidos. En este sentido,
el aspirado de médula 6sea de conejos representa una alternativa para la obtencion
de células mesenquimal es y su posterior uso autdlogo y asi plantear alternativas

con ventajas superiores a los procedimientos tradicionales.

Para el presente estudio fueron empleados 3 conejos de la raza Nueva Zelanda de
un peso de entre 3-4 kg los cuales fueron asignados aleatoriamente en 2 grupos
experimentales (Grupo Control y Grupo Andamio/células). A dichos conejos se les
llevo a cabo el control de pesoé para la dosificacion adecuada de anestesia general

por medio de infiltracién intramuscular de ketamina.

Para el grupo control, se realizé un defecto radial segmentario de 10mm de largo,
al cual, posteriormente se colocd una membrana de colageno para evitar la

migracién celular ajena a la zona intervenida.

Para el grupo Andamio/células Se tomaron las medidas de asepsia y antisepsia en
el area quirdrgica, para que posteriormente llevar a cabo la técnica de aspirado
medular con aguja tipo Ossgood en la porcion movil de la epifisis femoral. En
seguida se recolecté la médula ésea la cual fue introducida inmediatamente en tubo
Vacutainer con EDTA. Posteriormente dichas muestras fueron cultivadas, para
efectuar el aislamiento, purificacion y una vez obtenidas las células mesenquimales
se realizaron las pruebas de viabilidad tanto en las células en cultivo como en las
células Sembradas en los andamios de Quitosano/Poli-L-Lisina (azul Trypan,
Live/Dead), de proliferacion (MTT, Alamar Blue, Azul de Toluidina). Y con el fin de

evaluar la adhesion celular Se realizé SEM en los andamios con células Sembradas
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y sin ellas. Se realiz6 prueba de troncalidad para marcador CD 44 y negativo para
CD 34, y finalmente se implantaron los andamios con células mesenquimales al
grupo experimental correspondiente en el que se comparo la regeneracion 6sea por

medio de técnica histolégica (H&E).

Se obtuvieron 5 ml de médula ésea, los cuales fueron centrifugados para la
obtencién de anillo celular, el cual se Sembré en frascos de cultivo T25, dicha
técnica permitié que en un plazo 14 dias las células llegaran a un estado confluente
del 60 %, las cuales presentaban adherencia al plastico con morfologia
fibroblastoide. Para la técnica de purificaciéon por medio de perlas magnéticas indico
que el marcador CD44, es un marcador positivo para células mesenquimal es, ya
que estas fueron Separadas del resto. El ensayo Live/Dead mostré por medio de
flourescencia la viabilidad celular (Verde: células vivas y Rojo: células muertas), las
pruebas de viabilidad y proliferacion por medio de MTT y AB demostraron un
aumento en la proliferacion celular del dia 3 al 7 y un aumento importante al dia 14.
La eficiencia de la formacion de colonias fue evaluada con Azul de Toluidina,
revelando que las formaciones de colonias aumentan del dia 7 al 14. Esto basado

en la observacion con un microscopio de diseccion de luz.

Las células mesenquimal es de conejo mostraron positividad para el marcador de

membrana CD44, que son similares a las humanas, y negativas a CD34.

Las muestras histoldgicas revelaron que en el grupo andamio con células existio la
formacion de hueso desorganizado o primario, en tanto que en el grupo control

presentd hueso maduro con sus estructuras celulares.

Los resultados de este estudio nos muestran que las células mesenquimales
provenientes de médula 6sea de fémur en comparacién con otros sitios anatémicos,
presentan una buena fuente de obtencién. En tanto que la técnica de aislamiento
de células de médula 6sea completa sin tratamiento, es uno de los métodos mas

apropiados para el cultivo de células de esta referencia anatémica.

El fémur de conejos representa una buena fuente de células madre mesenquimal

es autélogas para su posterior uso en ensayos in vitro e in vivo.
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2. INTRODUCCION.

El Ser humano durante su formacién como organismo adulto, esta expuesto a recibir
estimulos de todas partes, sean quimicos, fisicos, mecanicos o ambientales. Dicha
exposicion provoca una alta incidencia en alteraciones en el organismo de tipo
traumatico, las cuales pueden ser provocadas por factores tanto extrinsecos como
intrinsecos, considerando que el propio organismo tiene la capacidad de sanar,
curar o regenerar las lesiones por medio de varios factores presentes, que van
desde procesos inflamatorios hasta, remodelaciones. Ademas, posee una gran
capacidad de reparacion cuando es lesionado, ya que durante este proceso
interactuan diversos factores tales como células, factores de crecimiento, y

expresiones proteicas (Sfeir, Ho, Doll, Azari, & Hollinger, 2005).

Los dafos o pérdidas tanto de tejidos como érganos, tras un dafo requieren ser
remplazados por medio de diferentes tratamientos como lo son xenoinjertos,
aloinjertos o autoinjertos (Shin, Yoshimoto, & Vacanti, 2004). Los aloinjertos poseen
la caracteristica que tienen que Ser sometidos a diversas técnicas de procesamiento
como liofilizaciones, irradiacion con el fin de remover las proteinas inmunogénicas
y en consecuencia los riesgos de origen inmunitario (Urist, 1957). El hueso autélogo
ha sido el “Gold Standard” en los procedimientos de reconstrucciones dseas, sin
embargo este procedimiento compromete al paciente a una Segunda cirugia lo que

implica mayores costos (Haddad, Peel, Clokie, & Sandor, 2006).

A la presente problematica surge un nuevo reto para las areas médicas, la
"Ingenieria Tisular, la cual es un tipo de terapia que conjunta elementos como
factores de crecimiento, células troncales y matrices tridimensionales, que son
elementos que lleven a una terapia tisular mas efectiva, menos invasiva y donde los
rechazos de origen inmunolégico son significativamente disminuidos. La ingenieria
tisular tiene la capacidad de inducir a la regeneracién de tejido 6seos por medio de
células osteogénicas y de factores de crecimiento osteogénicos a lo largo de una
matriz sintética osteoconductiva (Liu et al., 2011).
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Las matrices sintéticas o andamios forman una parte importante dentro de la
ingenieria tisular, pues sus caracteristicas proporcionan una minima reaccion
antigeno-anticuerpo, tienen una naturaleza antibacterial intrinseca, poseen la
habilidad de Ser moldeadas en diferentes formas, con estructuras porosas,
adecuacion para el crecimiento celular, capacidad osteoconductiva. Recientemente
Se han desarrollado los andamios a base de Quitosano para aplicaciones en el
campo de la ingenieria de tejido 6seos. Este compuesto es un derivado desacetilado
de la quitina, posee un alto peso molecular, es el segundo biopolimero natural mas
abundante encontrado en los exoesqueletos de los crustaceos marinos y paredes
celulares de los hongos, tiene una naturaleza catidnica que es la responsable de la
interaccidn electroestatica con glicosaminoglicanos (GAG), proteoglicanos vy
moléculas negativamente cargadas (Di Martino, Sittinger, & Risbud, 2005) .En
combinacion con cultivos celulares el Quitosano es un medio que favorece la

induccion osteogénica.

Las células de origen mesenquimal son células multipotentes que tienen la
capacidad de diferenciacion de multilinajes, adherirse al plastico, con una
apariencia fibroblastoide y por presentar marcadores especificos de superficie de
membrana (Tan, Ahmad, Selvaratnam, & Kamarul, 2013). Estas células pueden ser
aisladas por casi todos los tejidos y expandidas in vitro y Se ha demostrado que las
células madre mesenquimal es pueden ser activas y reclutadas a los sitios de dafo
tisular y donde ellas regeneraran nuevo tejido y repararan el defecto (Ma, y otros,
2014).

En los ultimos anos las lesiones a los tejidos 6seos han ido en aumento, ya que dia
con dia el ser humano se expone a traumatismos o ciertas condiciones mas
especificas como lo son sindromes congénitos, hereditarios, genéticos, metabdlicos
y cirugias neoplasicas (Cancedda, Giannoni, & Mastrogiacomo, 2007). En la
actualidad existe una serie de cambios importantes a nivel poblacional mundial en
relacion a los traumatismos, lo que significa que los avances tecnoldgicos en la
medicina, enfrenten este reto, lo que ha creado que la expectativa de vida Se ha

incrementado de manera significativa y el numero de muertes por procesos
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infecciosos ha disminuido (Nieto Lucio, y otros, 2012). Por otro lado la tasa de
morbilidad durante la infancia y la vida adulta ha aumentado de manera
considerable a causa de traumatismos (Court-Brown & Caesar, 2006). La incidencia
de alteraciones 6seas como la osteoporosis, las fracturas o la combinacién de estas

son cada dia mas frecuentes y un riesgo para la salud.

En general las fracturas tardan en sanar en un promedio de 6 a 8 semanas, siempre
y cuando los segmentos sean reducidos o las lesiones no tengan un defecto de no
unién o como Se conoce en ortopedia, “defecto de tamario critico”, esto es, que el
tamano Sea demasiado extenso, provocando que el organismo no tenga la
capacidad de sanarlo espontaneamente (Spicer, y otros, 2012). Esto ha provocado
que se requieran otros tratamientos previamente probados en modelos animales
que van desde pequefios hasta animales de gran tamafo; uno de estos modelos es
el conejo que ha sido el modelo comun en pruebas preclinicas como aplicaciones
en ortopedia, alteraciones cardiovasculares, entre otras. Las células madre
mesenquimales obtenidas de conejo se han estado usando rutinariamente en
investigacién para las aplicaciones en Medicina Regenerativa ya que las células
mesenquimales provenientes de este biomodelo presenta ciertas caracteristicas
similares a las de los humanos fenotipicamente y potencial de diferenciacién hacia
distintos linajes como lo son osteogénico, adipogénico, condrogénico. Tanto el
conejo como humano comparten el CD44, CD29 como marcadores de membrana
positivos entre otros y CD45, CD34, CD14 como marcadores negativos (Lee, y
otros, 2014), (Bakhtina, Tohfafarosh, Lichtler, & Arinzch, 2013).

En el presente estudio Se evalué y comparoé la capacidad regenerativa de células
madre mesenquimales (CMM) autélogas provenientes de Médula Osea de Fémur
en combinacidon con andamios a base de Quitosano con poli-L-lisina, siendo este
un material que favorece la adherencia celular implantados en radios de Conejos

Nueva Zelanda.

——
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3. MARCO TEORICO.

GENERALIDADES DE HUESO: HISTOLOGIA OSEA
El hueso es un tejido de origen ectomesenquimal , conectivo mineralizado altamente

irrigado por vasos sanguineos, conformado principalmente por laminillas de matriz
osea (Fernandez-Tresguerres Hernandez-Gil, Alobera Gracia, Del Canto Pingarrén,
& Blanco Jerez, 2006).

El hueso es la unidad basica del sistema esquelético humano, es un tejido rigido
que constituye la mayor parte del esqueleto de los vertebrados superiores, protege
los organos vitales, dirige el movimiento mecanico, almacén de células
hematopoyéticas y mantiene la homeostasis del hierro, esta formado por células y
una matriz intercelular. Su principal componente organico, las fibras colagenas la
cuales forman un armazoén de refuerzo. Las superficies externas estan cubiertas por
una capa doble de tejido conectivo (periostio). La capa externa del periostio es tejido
conectivo denso; la capa interna u osteogénica, es un tejido mas laxo que contiene

precursores de células éseas.

CLASIFICACION
Los huesos poseen varias clasificaciones: localizacion, forma, tamafo, origen,

desarrollo, disposicion de la matriz y textura (De la Roza, Damron, & Murray , 2012).
localizacién Esqueleto axial, esqueleto apendicular.

Forma Huesos planos, huesos tubulares,
irregulares, huesos Sesamoides,

accesorios o supernumerarios

tamano Huesos largos y cortos
Origen y desarrollo Hueso endocondral e intramembranoso
Disposicion de la matriz Hueso lamelar o Secundario y hueso

entretejido o primario

Textura Hueso compacto y hueso esponjoso

——
o
| —
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ESTRUCTURA TIPICA DE LOS HUESOS LARGOS
Los huesos largos estan constituidos por diferentes estructuras y Se dividen en

diferentes regiones.

e Epifisis. Es su extremo bulbar, constituida principalmente por hueso
esponjoso rodeados de una delgada capa de Separado de la diafisis por la
placa epifisiaria cartilaginosa.

e Diéfisis. Anatomicamente tiene forma de cilindro de pared gruesa que
normalmente esta formada por hueso compacto, forma el cuerpo de hueso
que rodea a una cavidad medular central voluminosa revestida por endostio
ocupada por médula 6sea.

o Metafisis. Region intermedia. (Ross & Pawlina, 2011).

FUNCION DE LOS HUESOS.
e Soportar el esfuerzo mecanico

e Protege los tejidos y érganos mas débiles

e Contiene al tejido hematopoyético

e Forma un sistema de palancas y poleas que multiplican y concentran las
fuerzas contractiles del musculo.

e Posee matriz 6sea que funciona como lugar importante de almacenamiento

de calcio y otros minerales esenciales.

Ademas de las funciones mecanicas, desempefia una funcion metabdlica

importante como depdsito de calcio movilizable, que puede Ser tomado o

10
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depositado a medida que lo exige la regulacidén homeostatica de la concentracion

de calcio en la sangre y en otros liquidos del cuerpo.

COMPOSICION DEL HUESO
Como los restantes tejidos conjuntivos, el hueso esta formado por células, fibras, y

sustancia fundamental amorfa, pero a diferencia de los otros tejidos, sus
componentes extracelulares estan calcificados y le convierten en un material duro,
firme e idealmente adecuado para su funcion de soporte y proteccion, el hueso esta
formado principalmente por células de tejido éseo (células osteoprogenitoras,

osteoblastos, osteocitos, osteoclastos) y Matriz 6sea.

1. Células osteoprogenitoras. Estas células constituyen una poblacion de células

madre derivadas del mesénquima que poseen la capacidad de dividirse por
mitosis y diferenciarse o especializarse tanto en estructura como en funcion para
después en células 6seas maduras, se diferencian en ostedgenas, si los niveles
de oxigeno son elevados debido a la alta vascularizacién, o en condrégenas si
la concentracion de oxigeno, en el lugar que las rodea disminuye notablemente
por la baja vascularizacion (Ham Cormack, 1988).
Estas células poseen forma de huso o fusiformes, con nucleos alargados u
ovales y escaso citoplasma aciddfilo levemente baséfilo. Se localizan en la capa
mas profunda (capa ostedgena) del periostio la cual es una membrana que
recubre la superficie externa de los huesos y en el endostio, que reviste las
superficies internas de todas cavidades intradseas (médula 6sea y conductos de
Havers del hueso compacto y absolutamente todos los espacios de hueso
€sponjoso).

2. Osteoblastos. Son las principales células formadoras de hueso, células
indivisibles, relativamente grandes cuya forma varia generalmente entre redonda
y poligonal, poseen nucleos grandes, redondos y citoplasma basdfilo en extremo
debido a la presencia de la nucleoproteina ribosa, por consecuencia posee
aparato de Golgi bien desarrollado, con abundantes mitocondrias alargadas,
tienen muchas prolongaciones citoplasmaticas digitoformes con abundantes

microfilamentos que Se extienden hacia la matriz ésea en desarrollo para hacer

11
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contacto con las prolongaciones de los osteoblastos vecinos. Los osteoblastos
contienen gran actividad de la enzima fosfatasa alcalina la cual esta en intima
relacidon con la calcificacion del osteoide, poseen una disposicidon epitelioide o
que semeja epitelio cuboide simple sobre superficies donde Se esta depositando
hueso nuevo. Su principal funcion es sintetizar y secretar los componentes
macromoleculares organicos de la matriz ésea. Esta Se deposita alrededor de
los cuerpos celulares de los osteoblastos y de sus prolongaciones
citoplasmaticas, donde una vez rodeados de matriz, los osteoblastos Se
consideran maduros y pasan a ser osteocitos.

Osteocitos. Son células 6seas con diferenciacion completa que Se encuentran
en cavidades de la matriz 6sea llamada lagunas, también, las células principales
del tejido 6seo maduro. Ademas son células que quedaron atrapadas dentro de
la matriz 6sea, incapaces de dividirse ni de Secretar matriz, poseen
prolongaciones citoplasmaticas largas y finas llamadas filopodios que salen a
partir del cuerpo celular, y viajan a través de finos canales también conocidos
como canaliculos de la cavidad lagunar, aislados uno de otro por la presencia
de matriz 6sea y donde el Unico contacto con otro osteocito es a través de sus
filopodios. Los osteocitos jovenes Se encuentran cerca de la superficie del hueso
en lagunas perfectamente redondeadas y donde los osteocitos viejos Se
encuentran mas alejadas de la superficie en lagunas aplanadas. Poseen
citoplasma con ligera basofilia, el nucleo muestra cromatina condensada que Se
tine de color oscuro, hay una pérdida importante del reticulo endoplasmico
rugoso y del complejo de Golgi a diferencia de los osteblastos.

Osteoclastos. Son células grandes (de 20 a 100 pm de diametro) y
multinucleadas (de 2 a 50 nucleos) poseen citoplasma acidofilo con abundantes
lisosomas y mitocondrias y un complejo de Golgi bien desarrollado, el
osteoclasto libera acido, colagenasa, entre otras enzimas que Se encargan de
destruir la matriz 6sea y liberan minerales, La extraccion de los cristales de
hidroxiapatita requiere de un medio acidificado, esto Se produce porque los
osteoclastos poseen en el citoplasma anhidrasa carbonica que genera acido

carbonico a partir del diéxido de carbono y agua, a este proceso Se le es

12
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denominado resorcion 0sea. Estos osteoclastos Se encuentran frecuentemente
en cavidades poco profundas de la superficie del hueso, llamadas lagunas de
Howship, y es generada por la accion erosiva que ejercen los osteoclastos a la
superficie 6sea, generalmente pueden apreciarse en los sitios de resorcidn cerca
de los extremos de los huesos largos en crecimiento, la parte del osteoclasto
que Se encarga directamente de la resorcion 6sea es una estructura transitoria
y sumamente movil, al cual Se le denomina borde arrugado, este borde consiste
en prolongaciones digitiformes ramificantes

Matriz 6sea. Es la sustancia intercelular del hueso, posee una estructura bien
organizada, de composicidon homogénea, posee dos componentes principales:
sales inorganicas o mineral éseo y matriz organica u osteoide. La porcién
organica que representa el 35% consta en su mayor parte de fibras
osteocolagenas unidas en haces de 5 pm de grueso por una sustancia de
cemento fundamental, que consta principalmente de glucosaminoglucanos
(combinacién de proteinas y polisacaridos).

5.1  Componente organico u osteoide constituye alrededor de 50% de
volumen y 25% del peso 6seo ; Se compone de fibras y substancia
fundamental no mineralizada
a. Matriz amorfa o también conocida como sustancia fundamental.

Conformada por glucosaminoglicanos, proteoglicanos,
glicloproteinas y moléculas de adhesion como la osteonectina
(interviene como adhesivo entre fibras colagenas y cristales de
hidroxiapatita), osteocalcina (facilita el depdsito de sales de calcio
en las estriaciones de las fibras colageno).

b. La Matriz fibrilar constituida por colageno tipo 1 en un 90-95% que
corren de manera escalonada muy Semejante a la de tendones,
piel y fascias, en estas fibrillas Se depositan los cristales de
hidroxiapatita por una actividad intensa de la enzima fosfatasa
alcalina encargada de extraer las sales de calcio de los capilares

sanguineos vecinos hacia los centros de osificacion y calcificacion,

13
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estos depdsitos son realizados por la actividad de glicoproteinas
(osteocalcina y osteopontina).
5.2 Componentes inorganicos. Se compone principalmente de calcio y
fosfato, con poco bicarbonato, citrato, magnesio y potasio, Se localiza
principalmente en el cemento que hay entre las fibras osteocolagenas,
estos forman cristales similares a las agujas de hidroxiapatita (Leeson,
Leeson, & Paparo, 1988, pags. 167-188)(PaulSen & Acufa Diaz,
1990).

HISTOGENESIS OSEA
Durante el desarrollo embrionario, el primer tejido 6seo que aparece es el hueso

primario o entretejido, este es un hueso inmaduro formado por una red de tejido
0seo esponjoso que posteriormente Sera sustituido por hueso Secundario,
dependiendo del tipo de hueso. El hueso primario Se puede formar por cualquiera

de los siguientes mecanismos:

e QOsificacion intramembranosa
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e Osificacion endocondral
La principal diferencia de estas es la presencia de cartilago en uno de sus estadios.

Osificacién endocondral.
Los huesos de la base del craneo, de la columna vertebral, de la pelvis y de las

extremidades Se llaman huesos cartilaginosos, porque Se forman inicialmente
sobre un modelo 0 un molde de cartilago hialino, que es remplazado posteriormente

por hueso.
Etapas de formacién de hueso endocondral.

1. Modelo de cartilago. Embriolégicamente, Se modela un prototipo de
cartilago hialino que va asemejando al hueso que posteriormente lo
sustituira.

2. Collar 6seo periostico. Los pequenos capilares van penetrando e
invadiendo el pericondrio y las células madre mesenquimal es ubicadas en
la superficie interna Se convertiran en osteoprogenitoras, algunas de esas
células Se diferencian en osteoblastos, los cuales Segregan su matriz 6sea
(osteoide) formando espiculas de hueso primario en el pericondrio que
posteriormente pasara a llamarse periostio. La fusion de estas espiculas
forma un collar 6seo periostico de hueso membranoso junto alrededor del
cartilago y formando hueso endocondral.

3. Proliferacion. Los osteoblastos comienzan a formar espiculas que
posteriormente Se fusionan unas con otras, comienza a ver una proliferacion
de condrocitos, formando columnas de células aplanadas orientadas de
forma paralela a lo largo del collar 6seo.

4. Hipertrofia. Los condrocitos que rodean al collar muestran una hipertrofia de
forma rapida, convirtiéndolos en células de gran tamafo, redondas unas
entre si, lo que conlleva a lagunas tubulares llenas de condrocitos
hipertréficos.

5. Calcificacion. Conforme la hipertrofia progresa las tiras largas de

condrocitos hipertroéficos comienzan a calcificarse, los nutrientes, el oxigeno,
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desechos celulares no permean a través de la matriz, lo que provoca la
muerte de los condrocitos.

6. Formacion de cavidad medular primaria. Los condrocitos muertos y su
matriz cartilaginosa ya calcificada provoca que los condroclastos comiencen
a degradarlos y por consecuencia comienza a ensancharse la luz del tunel
0seo en crecimiento, provocando que Se convierta en la cavidad medular
primaria del hueso.

7. Brote periostico. Comienza a Ser invadido por pequefios vasos Y tejidos
perivasculares que penetran en el periostio que circunda la cavidad medular
primaria, los condrocitos muertos son remplazados por el brote y sus ramas,
las osteoprogenitoras y las células madre provenientes de la médula ésea
proporcionadas por los vasos sanguineos invasores Se depositan sobre la
matriz calcificada cartilaginosa.

8. Osificacion. Las células osteoprogenitoras Se dividen y diferencian en
osteoblastos depositando hueso primario por medio de la Secrecion de la
matriz 6sea sobre el cartilago calcificado, el hueso primario y la matriz
cartilaginosa calcificada posteriormente son reabsorbidas para formar hueso

secundario que en los adultos hace referencia al hueso denso y esponjoso.

OSIFICACION INTRAMEMBRANAL.
Se forma por medio de condensaciones mesenquimal es formando placas

membranales, las células procedentes de esta membrana compuesta de tejido
conectivo Se diferencian directamente en osteoblastos, estos comienzan con la
formacion de matriz 6ésea rodeandose o quedando a atrapados en ella y
posteriormente Se mineraliza formando espiculas 6seas. Los demas osteoblastos
de igual manera generan osteoide y por consecuente espiculas éseas fusionandose
con la de los demas formando una red de tejido 6seo esponjoso primario. Solo
algunos huesos poseen este tipo de osificacion, principalmente los del craneo
(Temporales, Occipitales, mandibula y maxilar) y el collar 6seo del periostio de los

huesos endocondrales.
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FORMACION DE HUESO SECUNDARIO
O también conocido como hueso lamelar, la formacion de hueso Secundario esta

constituido por un proceso de remodelacion donde los osteoclastos erosionan la
matriz primaria, los vasos sanguineos, los nervios y vasos linfaticos invaden la
cavidad y las células osteoprogenitoras localizadas en la periferia de los vasos
sanguineos o tejido conectivo perivascular Se depositan sobre la pared de la
cavidad. Los osteoblastos derivadas de estas células y los osteocitos liberados de
sus lagunas por accion de la reabsorcion comienzan a depositar su matriz en forma
de laminillas concéntricas, esta remodelacion ayuda a los huesos en crecimiento
para soportar fuerzas y cargas de forma continua (Paulsen & Acufia Diaz, 1990)
(Fawcett, 1991) (Ham Cormack, 1988) (Geneser, 1990).

REPARACION OSEA
Las alteraciones éseas como la osteoporosis y las fracturas o la combinacion de

estas son cada dia mas frecuentes y un riesgo para la salud, en general las fracturas
tardan en sanar en un promedio de 6 a 8 Semanas, siempre y cuando los segmentos
sean reducidos o las lesiones no tengan un defecto de no unién o como Se conoce
en ortopedia, “defecto de tamario critico”, esto es, que el tamafio Sea demasiado
extenso, provocando que el organismo no tenga la capacidad de sanarlo

espontaneamente (Spicer et al., 2013).

Después de una fractura Se desencadenan una Serie de eventos que incluyen la
hemorragia y la organizacion del coagulo por medio de tejido de granulacion
ordinario. El tejido de granulacion Se convierte en tejido conjuntivo mas denso.
Dentro de él Se desarrollan cartilago y fibrocartilago, constituyéndose asi el callo
fibrocartilaginoso que llena la fisura entre los extremos de los fragmentos, la
formacion de hueso comienza con las células madre mesenquimales
(osteoprogenitoras) de la capa mas profunda del periostio y el endostio, este

proceso de reparacion consta de 4 etapas o estadios los cuales son:

e Fase inflamatoria
e Fase reparativa (formacién de fibrocartilago)

e Fase reparativa (formacién de callo duro)
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e Fase remodeladora
Fase inflamatoria.

En esta etapa hay presencia de dafio vasculo-endotelial, provocando asi
hemorragia, agregacion plaquetaria con su respectiva degranulacion, esta
degranualacién plaquetaria libera factores de crecimiento y provoca que Se
disparen Sefales quimiotacticas, citoquinas, las plaquetas conducen la activacion
de cascada de coagulacion, Se presenta una disminucion en las concentraciones
de oxigenos provocando el cambio de pH, induciendo la liberacién de células
polimorfo nucleares, linfocitos, monocitos sanguineos, macrofagos, sistema de
complemento, por medio de la liberacion de quimiocinas, los pericitos y las células
osteoprogenitoras son atraidas al sitio de lesion. Posterior a esto, la formacion
coagulo de fibrina da como resultado la formacion de un granuloma de reparacion,
este granuloma de reparacion también es llamado como callo externo (Sfeir, Ho,
Doll, Azari, & Hollinger, 2005)(O Grundnes & Reikeras, 1993).

Fase reparativa (formacion de fibrocartilago)

Pasando los primeros 3 a 5 dias de la fractura, comienza la formacién de pequefos
capilares que penetran el hematoma, el rol del tejido calloso es proveer de
estabilidad mecanica al sitio de la fractura, durante este periodo el PH del sitio de la
lesién es acido, lo que permite que los fibroblastos Se movilicen hacia el hematoma
y comiencen con la Secrecion de colagena de diversos tipos, (Sandberg, Aro,
Multimaki, Aho, & Vuorio, 1989). Estos autores identificaron 15 isotipos de colageno
de los cuales 5 son fibrilares (1, Il, Ill, V, XI), y también células madre mesenquimal
es provenientes del periostio que comienzan su diferenciacién a condroblastos y
osteoblastos provocando que el tejido de granulacién Se convierta en tejido mas
denso, en su interior Se conforma fibrocartilago constituyendo asi el callo de
fibrocartilago, este fibrocartilago Sella las fisuras entre los extremos de los
Segmentos, conforme el proceso de reparacién continua, el PH de la zona

comienza a neutralizarse, tornandose ligeramente alcalino, lo cual es 6ptimo para
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la actividad de la fosfatasa alcalina y su rol en la mineralizacién del callo(Bolander,
1992; O Grundnes & Reikeras, 1993; Oliver Grundnes & Reikeras, 1993).

Fase reparativa (formacion de callo duro).

Los vasos sanguineos comienzan a invadir el callo fibrocartilaginoso, las
concentraciones de oxigeno comienzan a incrementarse, provocando la hipertrofia
de condrocitos, calcificacion de la matriz cartilaginosa y por el contrario comienza
un incrementos de los osteoblastos, estos Se encargan de Segregar su matriz 6sea
u osteoide sobre el callo cartilaginoso estimulando la formacién de hueso primario
y asi sustituyendo progresivamente el callo de fibrocartilago, este proceso es

Semejante a lo que ocurre en la osificacién endocondral.
Fase Remodeladora.

Esta es la ultima etapa del proceso de reparacion dsea, formacidon de hueso lamelar
y la reabsorcion del exceso de callo por medio de la actividad osteoclastica
(Albrektsson & Johansson, 2001; Doblaré, Garcia, & Gomez, 2004; Hadjidakis &
Androulakis, 2006).

REPARACION OSEA
Los dafos o pérdidas tanto de tejidos como 6rganos, tras un daio como lo es una

fractura 6sea requieren Ser atendida por medio diferentes tratamientos como lo son
xenoinjertos, aloinjertos o autoinjertos (Shin, Yoshimoto, & Vacanti, 2004). Las
principales caracteristicas que debe de llevar cualquier tratamiento orientado a la

regeneracion 0sea son osteoinductivas, osteoconductivas y osteointegracion.

e Osteoinduccidn es el proceso por el cual Se induce la osteogénesis, es un
fendbmeno que Se presenta en los procesos de sanacion 6sea donde las
células indiferenciadas osteoprogenitoras pasan a convertirse en
osteoblastos y comenzar con el proceso de regeneracion ésea, este paso es
fundamental durante la reparacion osea.

e Osteoconduccion hace referencia al crecimiento 6seo sobre una superficie,

este fendbmeno Se aprecia regularmente en los casos de implante 6seo
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e Osteointegracion es aquella capacidad que tiene el organismo para aceptar
0 en su caso rechazar el material que Se pretende implantar o sustituir al

tejido 6seo huésped (Albrektsson & Johansson, 2001).

Los aloinjertos poseen la caracteristica que tienen que Ser sometidos a diversas
técnicas de procesamiento como liofilizaciones, irradiacion con el fin de remover las
proteinas inmunogénicas y en consecuencia los riesgos de origen inmunitario (Urist,
1967). El hueso autélogo ha sido el “Gold Standard” en los procedimientos de
reconstrucciones 6seas por lo que este procedimiento comprometen al paciente a

una Segunda cirugia y de mayores costos (A. J. Haddad, Peel, Clokie, & Sa, 2006).

A la presente problematica surge un nuevo reto para las areas medicas, la
"Ingenieria de tejidos", este tipo de terapia conjunta todos aquellos elementos como
son los factores de crecimiento, las células troncales y las matrices tridimensionales.
Estos son los elementos que lleven a una terapia tisular mas efectiva, menos
invasiva y donde los rechazos de origen inmunoldgico practicamente no existen. La
ingenieria de tejidos tiene la capacidad de inducir a la regeneracion de tejido 6seo
por medio de células osteogénicas, factores de crecimiento osteogénico a lo largo

de una matriz sintética osteoconductiva (Liu et al., 2011).

INGENIERIA DE TEJIDOS OSEOS
Actualmente, la gran mayoria de los tratamientos para enfermedades cronico

degenerativas que amenazan la vida son paliativos, otros retrasan la progresion de
la enfermedad y la aparicion de complicaciones asociadas con la enfermedad
subyacente. Pocas terapias revierten significativamente el curso de estas
enfermedades. Actualmente, en los ultimos afos han surgido disciplinas que son
capaces de sanar, curar o detener el curso de estas enfermedades y una de ellas

es la Medicina Regenerativa.

Basada fundamentalmente en los preceptos sobre las células madre y su capacidad
de convertirse y diferenciarse en células de diferentes tejidos (Hernandez Ramirez
& Dorticés Balea, 2004). Esta terapéutica integra una gran cantidad de disciplinas

en el area de las biomédicas siendo esta una rama multidisciplinaria que mantiene
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relaciones estrechas con otras areas como lo son; hematologia, inmunologia,
biologia celular y molecular. Las medidas terapéuticas empleadas pueden incluir
trasplante de células madre, el uso de moléculas solubles, terapia génica e

ingenieria de tejidos (Ramirez Hernandez, 2009).

Tanto la medicina regenerativa como la ingenieria de tejidos acufian términos que
aplican los principios de ingenieria y ciencias de la vida o biolégicas para el
desarrollo de sustitutos biolégicos que Sean capaces de restaurar, mantener y
optimizar la funcién de los tejidos (EI-Din & Saber, 2009). La ingenieria de tejidos
Se refiere a la practica de combinar andamios o matrices tridimensionales, células
con capacidad de replicacion y moléculas biolégicamente activas para crear tejidos

funcionales (Giannoudis, Einhorn, & Marsh, 2007).

Con el fin de lograr una regeneracion de tejidos exitosa combinada con la ingenieria

tisular son necesarios diferentes factores, como lo son:

Células madre adultas
Andamios

Factores de crecimiento

Las células madre poseen un rol crucial y un recurso prometedor en la regeneracion
de tejidos, debido a sus propiedades de poder reparar, proliferar y diferenciacion,
poseen una interaccion célula con célula, producciéon biomolecular y formaciéon de
matriz extracelular, los recursos por los cuales las células son usadas en la
ingenieria de tejidos son: Ser autdlogos, alogénicos, xenogénicos. Un donador ideal
celular para ingenieria de tisular son aquellas a las cuales son facil acceso y de
expansion sin alterar aquellas su fenotipo y funcion. Son también, las que poseen
multipotencialidad para diferenciarse o transdiferenciarse en una variedad de
tejidos o en érganos especificos con funciones especializadas y con una minima

respuesta inmunoldgica (Shieh & Vacanti, 2005).

Los factores de crecimiento, tales como proteinas morfogenéticas 6seas, células

madre adultas combinadas o adaptadas en andamios implantadas en sitios diana,

21

——
| —



L

Y —
CONSTRUCTO TISULAR PARA LA REGENERACION DE DEFECTOS DE HUESOS LARGOS EN CONEJOS NUEVA ZELANDA U D
[=] i [=

T -

en otras palabras la ingenieria de tejidos para generar nuevo tejido, comprende la
combinacion de células vivas, en un molde para reproducir una estructura
tridimensional tisular que sea funcional y Semejante al tejido que debe remplazar,
pero el componente principal y unidad basica funcional y centro de nuestro interés

son las células madre.

ANTECEDENTES HISTORICOS DE LAS CELULAS MADRE.
Las células troncales, también llamadas células madre poseen su origen en la

literatura cientifica a mediados del siglo XIX por el bidlogo aleman Ernst Haeckel
que acuid el término “STAMMZELLE”, para asi describir que cada organismo
unicelular proviene de un ancestro del que se suponen los organismos
multicelulares evolucionaron. Lo ejemplificé por medio de un dibujo de un arbol
filogenético para representa r la evolucién que tienen los organismos por Ser
descendientes de ancestros comunes, a estos las llamé “STAMMBAUME” (Arbol
Genealdgico) (Haeckel, 1874). En la tercera edicion de su libro, Haeckel da un gran
salto de la evolucion a la embriologia donde propuso que un 6vulo fertilizado podria
Ser llamado como “stem cells”, este término lo empled para determinar 2 premisas:
el ancestro unicelular del cual todos los organismos multicelulares provienen y cémo

el 6vulo fertilizado da origen a todas las células del organismo.

Posteriormente el término de STAMMBAUME propuesto por Haeckel fue citado por
(Boveri, 1892), el cual trazé el linaje celular del Nematodo Ascaris ejemplificandolo
por medio de un diagrama y el término STEM CELL para denominar una etapa
intermedia entre el 6vulo fertilizado y las células germinales. Boveri observo que
esta célula, a la cual denominé stem cell, fue sometida a divisiones celulares
asimétricas en el que una de las células hijas Se caracterizdé por dar lugar al
mesodermo, mientras que las otras dan origen a las células germinales. El término
célula madre o stem cell era referido a lo que hoy en dia empleamos para células

germinales (Ramalho-Santos & Willenbring, 2007)

Neumann (1868) sugirid que la médula ésea era el sitio en el cual Se formaban los
componentes sanguineos principalmente en humanos y otras especies de

mamiferos. (Neumann, 1868)
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En 1879, Paul Ehriliche logré la identificacion de los diferentes linajes de células

blancas de la sangre (Ehrilche, 1879).

Wilson, Basado en los estudios de Haeckel y Boveri, 4 ainos después popularizo el
término stem cell en el lenguaje inglés por medio de su libro “The cell in development
and inheritance” (Willson, 1896). De igual manera en el mismo Pappenheim, refirié
el término STAMMZELLEN propuesto por Haeckel para describir a las células
precursoras, capaces de generar tanto células blancas como rojas de la sangre
(Pappenheim, 1896). Pappenheim y Ferrata expusieron y demostraron la

genealogia de la hematopoyesis. (Pappenheim y Ferrata, 1910).

Maximow, Neumann, Dantschakoff, a principio del siglo XX, comenzaron a usar el
término stem cell para referirse a un precursor comun del linaje sanguineo y por
ende el término Stem Cells fue encontrado en publicaciones en el campo

hematopoyético (Ramalho-Santos & Willenbring, 2007).

A.J. Friedenstein Se le acredita generalmente por el descubrimiento de las
MeSenchymal Stem Cell (Células Madre Mesenquimal es), comenzo6 sus trabajos
mediante la observacion critica de un reservorio de células madre mesenquimal es
provenientes del estroma de Médula Osea (MO) adulta. Friedenstein aislé mediante
la recoleccion de Médula 6sea, demostrdé que esta contenia poblaciones celulares
capaces de auto-mantenerse y diferenciarse en multiples linajes celulares
(Friedenstein, 2010). EI mismo investigador dejé al descubierto la capacidad que
tienen las células madre mesenquimal es descritas previamente como fibroblastos
o células fibroblastoides, demostré que estas células eran capaces de diferenciarse
hacia diferentes estirpes y una de esas son las precursoras 6seas (Friedenstein,
Petrakova, Kurolesova, & Fralova, 1968). A.J Friedenstein 1976 describid un tipo de
célula no hematopoyética presente en la médula ésea de diferentes especies que
puede formar colonias fibroblasticas in vitro. Estas células fueron llamadas como
unidades formadoras de colonias fibroblasticas (UFC-F) y la progenie de estas fue
encontrada después, por tener la habilidad de diferenciarse hacia distintas vias

como lo es la osteogénica, adipogénica y condrogénica in vitro.
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No fue sino hasta finales del siglo XIX donde el Dr. Arnold Caplan acufia el término
y concepto actualmente popular “MeSenchymal Stem Cells”, describiendo la capa
embrionaria media llamada mesodermo la cual da origen a todos los elementos
esqueletales, entre otros tejidos del cuerpo. El término mesenquimal proviene del
griego y significa “en medio” (meso) y Se refiere a la capacidad de las células
mesenquimatosas de difundirse y migrar en el desarrollo embrionario temprano
entre las capas ectodérmica y endodérmica, asi promoviendo la capacidad
migratoria siendo este el elemento clave de la reparacidon de heridas en los
organismos adultos con células mesenquimal es de piel, hueso (periostio), o

musculo (perimisio)(Caplan, 1991).

Quedo6 demostrado que las células madre adultas pueden resultar facil de aislar de
Médula Osea, siendo estas hasta la fecha el modelo a Seguir o “Gold standard”. Sin
embargo, otros tejidos tales como adiposo, sangre periférica y pulmones, Se ha
demostrado que estas células poseen un prometedor potencial de proliferacion y
diferenciacion hacia diferentes tipos celulares (Hass, Kasper, Bohm, & Jacobs,
2011).

STEM CELLS, CELULAS TRONCALES O CELULAS MADRE.
Las STEM CELL o células troncales son células no especializadas, que tienden a

autoreplicarse o renovarse después de un trauma, dano o envejecimiento. Estas
células muestran una habilidad para dar origen a una variedad de diferentes tipos

celulares encontrados en capas embrioldgicas germinales (Pittenger et al., 2012).

CLASIFICACION DE CELULAS MADRE
Las células madre Se pueden clasificar de acuerdo a su potencialidad y a su origen.

En Seguida Se presenta la clasificacién de acuerdo a su potencialidad (Smith,
2006).

TIPO DE CELULA DESCRIPCION
Células madre totipotentes Estas células son capaces de formar
organismos completos
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Capaces de formar todas las lineas celulares,
Células madre Pluripotentes incluyendo células germinales y muchas
células extraembrionarias. Ej. Células madre

embrionarias.

Capaces de formar multiples linajes que
Células madre multipotentes | constituyan tejidos enteros. Ej. Células madre
hematopoyéticas, células madre de origen

buco-dental etc.

Células madre oligopotentes Capaces de formar 2 o mas lineas celulares

pero sin formar tejido. Ej. Célula madre neural

Células madre unipotentes Forman un simple linaje como por ejemplo

células madre espermatogoniales

Y de acuerdo a su origen Segun el Dr. Alp Can de la Escuela Médica Universitaria

de Histologia y Embriologia en Ankara Turquia, es la siguiente: (Can, 2008).

Células madre embrionarias (ESC) Células Madre Adultas o Tissue
Specific Stem Cells (TSSC's)
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Vias de diferenciacién de las células madre (Can, 2008)
CELULAS MADRE MESENQUIMALES
Para el presente estudio Se realizd énfasis en las células madre adultas,
multipotentes, debido a su relativa facilidad en la obtencién, su capacidad de
adherencia, proliferar en cultivos y por su caracteristica importante de diferenciarse
en multiples linajes mesenquimal es bajo condiciones controladas in vitro (Pittenger
et al., 2012).

El término mesénquima proviene de su origen griego (meso) que significa “medio o
infusidon” y hace referencia a las células mesenquimatosas que proliferan y migran
tempranamente en el desarrollo embrionario de las capas ectodermal y endodermal.
Esta capacidad migratoria y la habilidad de relleno, son los elementos clave de la
reparacion de tejidos en los organismos adultos, como lo son células mesenquimal
es de piel, de hueso, musculo etc. (Caplan, 1991). Las células madre mesenquimal
es (MSC'’s) son células madre adultas que residen en varios tejidos como médula
Osea, grasa y musculo, estas células poseen la habilidad de proliferar y diferenciarse
en linajes especificos de la capa germinal mesodermal (Xiao, Peperzak, van Rijn,
Borst, & de Bruijn, 2010). Estas células constituyen una poblacion heterogénea de

células estromales multipotentes que proliferan in vitro adheridas al plastico, poseen

26

——
| —



L

Y —
CONSTRUCTO TISULAR PARA LA REGENERACION DE DEFECTOS DE HUESOS LARGOS EN CONEJOS NUEVA ZELANDA U D
[=] I [=

T -

morfologia semejante a la de los fibroblastos capacidad para formar colonias y
potencial de diferenciacion hacia diversos linajes (Uccelli, Moretta, & Pistoia, 2008).
Morfologicamente estas células Se caracterizan por poseer cuerpos pequenos,
prolongaciones largas y estrechas, con apariencia fibroblastoide o ahusada,
poseen nucleos prominentes, redondos, numerosas mitocondrias (Ozen et al.,
2014). En conclusion, las células madre mesenquimal es son un tipo de células
adultas o multipotentes, estas células poseen gran plasticidad y por ende con
capacidad de diferenciacion hacia linajes mesodermales, faciles de aislar en cultivo,
capaces de escapar al reconocimiento inmunolégico, y potencial para aplicaciones

terapéutica.

CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES
Los requerimientos minimos necesarios para que una célula Sea considerada

mesenquimal son los siguientes.

¢ Adherencia al plastico.
e Expresion de antigenos de superficie.

e Capacidad de diferenciacion hacia diferentes linajes

El primer requisito que estas células deben presenta r es la adherencia al plastico
en condiciones estandares de cultivo, puesto que a la observacion al microscopio
optico invertido estas células deberan presenta r morfologia alargada, fusiforme

parecida a la de los fibroblastos.

Como Segundo requisito, la presencia de un fenotipo o marcadores especificos
positivos iguales o mayores a 95% y otro negativo iguales o menores al 2%, estos

marcadores especificos son (Dominici et al., 2006):

POSITIVO NEGATIVO
CD 75 CD14 o0 CD11b
CD 95 CD34
CD 105 CD45
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CD73
CD90
HLA-DR
CD79a o CD19

Siendo estos los marcadores de membrana que Segun Maximo Dominicci, Sefala,
no obstante Se han encontrado reportes en la literatura Cientifica otros marcadores

especificos como:

POSITIVO REFERENCIA NEGATIVO REFERENCIA
(Gonsalves, Lobato CD 14 (Lee, Lee, Huang, Chang,
da Silva, Cabral, & Lin, 2014)
Zanjani, & Almeida-
STRO1 Porada, 2006)
CD 31
CD 23
(Ponta, Sherman, & CD33
CD 44 Herrlich, 2003)
CD 59 CD49d (T.C. Lee etal., 2014)
CD 73 (Brohem et al., 2013; CD49f (T. C. Lee et al., 2014)

El-Sayed et al., 2014;
Fawzy El-Sayed et al.,
2012; Nery et al.,
2013; Tan, Ahmad,

Selvaratnam, &
Kamarul, 2013)
CD 90 (El-Sayed et al., 2014, CD51

Fawzy El-Sayed et al.,
2012; Tan et al., 2013;
F. Wang et al., 2011)

CD 166 (T. C. Lee etal., 2014; CD54
Tan et al., 2013)

MHC1 (T. C. Lee et al, CD71 (T. C. Lee et al., 2014)
2014)
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ALFA-SMA (T. C. Lee et al, CD106
2014)
VIMETINA (T. C. Lee et al, CD133 (Lee, Lee, Huang, Chang,
2014) & Lin, 2014)
MHC Il (Lee, Lee, Huang, Chang,
& Lin, 2014)
CYTOKERATINA | (Lee, Lee, Huang, Chang,
&Lin , 2014)
DESMINA (Lee, Lee, Huang, Chang,
& Lin, 2014)

Tao-Chen Lee mencioné que los mejores marcadores de membrana para la

caracterizacion de células madre mesenquimal es en cuanto a su reactividad son
los siguientes: el CD29 con 98.51+ 1.21, CD44 con 99.21+ 0.47, el CD59 con 99.94+
0.04 y CD105 con 99.28+0.34 (T. C. Lee et al., 2014).

El tercer requisito es la multipotencialidad hacia linaje osteogénico, condrogénico,

neurogénico y adipogénico y no menos importante miogénico, linaje hepatico y

pancreatico. Estas células deben de tener la capacidad de diferenciarse hacia los

linajes correspondientes mediante condiciones especificas y los inductores

correctos.

LINAJE

Osteogénico

INDUCTORES REFERENCIA

(Bunnell, Estes, Guilak, &
Gimble, 2008; Coelho &
Fernandes, 2000;
Dexametasona, B-glicerol fosfato y Langenbach & Handschel,
Acido Ascorbico. 2013; McCulloch &
Tenenbaum, 1986; Mostafa
et al., 2012; J.-B. Park,
2012; Solchaga, Cassiéde,
& Caplan, 1998)

29

——
| —



CONSTRUCTO TISULAR PARA LA REGENERACION DE DEFECTOS DE HUESOS LARGOS EN CONEJOS NUEVA ZELANDA

Insulina, acido, ascérbico, TGFf1, (Alegre Aguarén et al.,

transferrina 2012; Brittberg et al., 1994;
Brohem et al., 2013;
Bunnell et al., 2008)

Condrogénico

Acido valproico, hidrocortisona, KCL,

BHA, insulina, foskolin,
(Bunnell et al., 2008;

Karaoz et al., 2009; Zuk et
al., 2003; Zuk, PA, 2001)

mercaptoetanol, IBMX, indometacina.

Neurogénico

(Brohem et al., 2013;
Bueno et al., 2009; Bunnell
et al., 2008; Chase, Rao, &
Adipogénico Insulina, metil-isobutil-xantina, Vemuri, 2011; Huang,
hidrocortisona, indometacina Chen, Lin, Shieh, & Chan,
2008; Tan et al., 2013; Zuk
et al., 2003; Zuk, PA, 2001)

PROPIEDADES DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES
Las células madre mesenquimal es poseen ciertas cualidades o propiedades que

las distinguen de las demas, las cuales son: plasticidad, capacidad

inmunomoduladora y capacidad para migrar a un tejido especifico (Homing).

PLASTICIDAD DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMAL ES
Como ya Se menciond, estas células son capaces de tomar diferentes formas al

tejido original tanto in vivo como in vitro. Este comportamiento celular Se ha
denominado como “plasticidad”(Bianco, Riminucci, Gronthos, & Robey, 2001). Este
término aplica las siguientes sinonimia: metaplasia o trans-diferenciacion (Maria,
Khosravi, Mezey, & Tran, 2007; Tosh & Slack, 2002).

CAPACIDAD INMUNOMODULADORA DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES
Al decir que las células madre mesenquimal es poseen capacidad

inmunoreguladores Se hace referencia a que estas células son capaces de eludir al
reconocimiento del sistema inmunitario o inhibir respuestas de origen inmunitario,

en principio porque inhiben la proliferaciéon de linfocitos T (CD4 y CD8) ya que las
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dejo paralizadas en la fase GO del ciclo celular, mas no las destruye. Este efecto
inmunosupresor Se magnifica cuando hay un contacto de célula con célula, esta
atraccion Se lleva a cabo debido a la alta concentracidn de quimiocinas liberadas
por el linfocito T (R. Haddad & Saldanha-Araujo, 2014). Ademas, inhiben la
maduracion de monocitos y de células progenitoras hematopoyéticas (CD34) hacia
células dendriticas. Estas células dendriticas poseen un rol fundamental en la
presentacion de los antigenos a los linfocitos T CD4, durante la maduracion de
células dendriticas, estas adquieren la expresiéon de moléculas co-estimuladoras e
incrementan la expresion de las moléculas de MHC (Major Histocompatibility
Complex) de clase | y Il que conforman el denominado sistema HLA (Human
Leukocite Antigen)(Rodriguez, Cabrera Galvan, & De Ledn Delgado, 2015) Estas
células dendriticas incubadas con células madre mesenquimal es inhiben la
expresion de MHC vy la producciéon de interleucina 12 (IL-12). Disminuyen el
potencial pro-inflamatorio de las células dendriticas debido a la inhibicion de la
produccion de factor de necrosis tumoral (TNF) (Uccelli et al., 2008). Las células
madre mesenquimal es inhiben la proliferacién de linfocitos B, inhiben la produccién
de citoquinas de estas células, al igual que inhiben la actividad citotoxica de células
NK (Natural Killers) y su proliferacion(Gebler, Zabel, & Seliger, 2012; Uccelli,
Moretta, & Pistoia, 2006)

CAPACIDAD MIGRATORIA A TEJIDOS ESPECIFICO (HOMING)
Es el proceso por el cual, las células migran a los érganos diana o sitio de lesion,

dicha capacidad migratoria es dependiente de los receptores de Quimiosinas, tales
como (CCR1, CCR7, CCR9, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CXCR12) y moléculas de
adhesion como integrin-alfa4, VCAM y ICAM, las cuales juegan un rol en la
movilizacion de las células mesenquimal es, estas células Se movilizan hacia los
tejido diana por medio de una combinaciéon de Sehales moleculares del sitio de
lesién dependientes a un gradientes de concentracion, a este fendmeno Se le

conoce como quimiotaxia (Sohni & Verfaillie, 2013).

LOCALIZACION DE LAS CELULAS MADRE MESENQUIMALES
Los tejidos adultos o postnatales poseen reservorios de células madre los cuales

contribuyen al mantenimiento y la regeneracion, estas células posee una afinidad
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por circundar los vasos sanguineos por lo que pueden Ser consideradas como
“pericitos” (Doherty et al., 1998). Estas células Se encuentran principalmente

asociadas a estructuras de tejido conectivo.

Algunos de eso tejidos son los siguientes: Tejido adiposo, Médula 6sea, Sangre,
Higado, Tendén, Membrana sinovial, Liquido amnidtico, Sangre periférica, Sangre
de corddén umbilical, musculo esquelético, gelatina de Wharton (Baksh, Song, &
Tuan, 2004). Anteriormente Se mencioné la presencia de células madre en el tejido

0seo ubicadas en la porcion mas profunda del periostio y en el endostio

Las células madre mesenquimal es provenientes de estructuras estomatologicas
también son una fuente o un recurso prometedor para la obtencion de este tipo de
células ya que estas células multipotentes aisladas de estas fuentes primarias
pueden autorenovarse y producir diferentes tipos celulares (Emoke et al., 2012). Se

presenta el siguiente cuadro con los tejidos y los autores que lo han investigado.

Pulpa dental (Gronthos, Mankani, & Brahim, 2000)
Dientes deciduos exfoliados (Suchanek et al., 2010)
Papila Apical (Sonoyama et al., 2008)
Foliculo Dental (Morsczeck et al., 2009, 2010)

(Caballero, Pappa, Roden, Krochmal, &
van Aaist, 2015; Emoke et al., 2012;
Grimm et al., 2014)

Periostio Palatino

Ligamento Periodontal (J.-C. Park et al., 2011)
Fat Pad Bichat (bolsas de Bichat) (Broccaioli et al., 2013)
Mucosa oral/retromolar. (Moharamzadeh, Brook, Noort, Scutt, &

Thornhill, 2015)
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CELULAS MADRE MESENQUIMAL ES PROVENIENTES DE MEDULA OSEA
Para el presente estudio Se hizo énfasis en las células madre provenientes de

médula 6sea obtenidas de la porcion distal de fémur de conejos. Como ya Se ha
demostrado en la literatura cientifica, el recurso mas comun de obtencidn de células
madre mesenquimales es la médula 6sea debido a que genera un numero
sustancial de células madre mesenquimales (Gudleviciene, Kundrotas,
Liudkeviciene, Rascon, & Jurga, 2015). Esta células Se obtienen en cultivos por
medio de técnicas de centrifugacion de densidad de gradientes (Bourzac et al.,
2010; Y. Chen etal., 2014; Choi et al., 2008; Gudleviciene et al., 2015; Hideki, 2013;
Morandi et al., 2008; Pereira-Junior, Rahal, Lima-Neto, Landim-Alvarenga, &
Monteiro, 2013; Perez-Basterrechea, Obaya, Meana, Otero, & Esteban, 2013;
Pierini et al., 2012; Pifiero Ec¢a et al., 2009; Stanko, Kaiserova, Altanerova, & Altaner,
2014; Tan et al., 2013; Taylor & Clegg, 2011; S. Zhang et al., 2010; W Zhang et al.,
2014; Weidong Zhang et al.,, 2014). La médula ésea, también llamada tejido
medular, es el tejido hematopoyético primario del quinto mes del desarrollo fetal. Se
encuentra en la cavidad central de huesos largos y axiales, compuesta
principalmente por islas de tejido hematopoyético y grupos de células adiposas
rodeados de Senos vasculares intercalados dentro de una malla de hueso
trabecular. La médula ésea es el mayor 6rgano hematopoyético el cual corresponde
el 5% del peso total en humanos y primario de tejido linfoide, responsable de la
produccion de eritrocitos, los encargados en trasportar el oxigeno a los tejidos,
granulocitos (neutrdéfilos, baséfilos y eosinofilos), monocitos, linfocitos y las
derivadas de los megacariocitos denominadas plaquetas, encargadas de prevenir
sangrados. También contienen células madre tanto hematopoyéticas como no
hematopoyéticas de las cuales son los osteoblastos y los osteoclastos

respectivamente originarios.
La médula 6sea se puede clasificar en 2:

e Meédula 6sea roja

e Médula 6sea amarilla
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Se hace referencia a la médula 6sea roja o médula ésea activa, al lugar donde Se
produce la hematopoyesis o tejido hematopoyético y la médula ésea amarilla, todo
lo que comprende el tejido adiposo, la cual no produce células sanguineas
(GUREVITCH, SLAVIN, RESNICK, KHITRIN, & FELDMAN, 2009). La superficie del
tejido medular esta rodeado por una cubierta de tejido 6seo trabecular, las
superficies tanto la superficie interior de las cavidades 6seas y la superficie exterior
de las espiculas de hueso esponjoso dentro de las cavidades estan cubiertas por
un revestimiento endosteal que consta de una sola capa de células 6seas planos,
soportados por una capa delgada de tejido conectivo reticular. Los osteoblastos y
osteoclastos Se encuentran también dentro del revestimiento del endostio, a esto
Se le puede considerar como una especie de forro (Travlos, 2006; Wilkins, 1992).
Se presenta una red de sinusoides a través de los espacios trabeculares, al igual
que las venas y arteriolas las cuales tienden a quedar hacia los centros de los
espacios intertrabeculares. La trabécula, arteriolas, y vénulas forman una especie
de armazon circundante en la cual Se lleva a cabo la granulopoyesis, la
eritropoyesis y la megacariocitopoyesis Se lleva a cabo en las ramificaciones de los
sinusoides (Wilkins, 1992).

El suministro sanguineo 6seo y de la médula 6sea esta directamente conectado
por medio de sinusoides venosas en la médula que reciben sangre arterial de
arterias nutricias del hueso y por las redes de capilares peridsticos que por ultimo
estan conectados con las sinusoides a través de los canales Haversianos, la médula

O0sea no posee un drenaje linfatico
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Travlos, 2006

A la médula 6sea Se le puede clasificar en 2 partes; en estroma medular,

componentes celulares.

ESTROMA MEDULAR.
La palabra Estroma proviene del griego, que significa “sustrato fisico” o algo sobre

el cual Se reposa o descansa.

El estroma medular estd compuesto por una poblacién celular heterogénea que

provee de estructura y soporte fisioldgico de células hematopoyéticas.

El estroma consiste en adipocitos (hasta un 75% del total de la médula ésea roja),
macrofagos, y tejido conectivo reticular compuesto por células reticulares vy fibras

reticulares (colageno tipo lll).

En este estroma medular estan incluidas todos los tipos de células que Se
encuentran entre las superficies dsea exteriores de los vasos sanguineos, las
superficies 0seas que Se encajona al espacio hematopoyético, y aquellas que no
son del linaje hematopoyético, Se incluyen: adipocitos medulares, células de linaje
0seo (osteoblastos inactivos), y células osteoblasticas (Krebsbach, Kuznetsov,
Bianco, & Gehron Robey, 1999).

COMPONENTES CELULARES
Los principales componentes celulares que Se encuentran en la médula ésea son

células adiposas, maduracién de células hematopoyéticas tales como:
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Granulopoiesis
Monopoiesis
Eritropoiesis

Megacariopoiesis

o b~ w0 nh =

Y otras células presentes regularmente en la médula ésea normal como:

linfocitos, células de plasma, mastocitos.

Los procesos de maduracidn para linaje hematopoyéticos mencionados, son
llevados a cabo por medio de precursores hematopoyéticos conocidos como
Células Madre (Stem Cells) Pluripotentes. Estas células poseen dos funciones
primarias: mantener su numero por medio de procesos de replicacion y renovacion

y en Segundo lugar tiene la capacidad de dar origen a todo el linaje hematopoyético.

Estas células se encuentran en mayor numero periféricamente cerca de las células

de revestimiento del hueso (Travlos, 2006).

(Gurevitch, Slavin, Resnick, Khitrin, & Feldman, 2009).

Dentro de ese microambiente hematopoyético en los periodos postnatales, el
microambiente hematopoyético principalmente es el que Se encuentra en huesos
largos, el cual progresivamente Sera remplazado por células mesenquimal es, las
cuales son las precursoras del microambiente hematopoyético de hueso y de tejido
graso, estas Se encuentran junto con las células mesenquimales y forman el

endostio y la superficie trabecular, estas células madre mesenquimal es presenta n
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el 1% del numero total de células mononucleares provenientes de médula 6sea
(Gurevitch et al., 2009).

ANDAMIOS O MATRICES SINTETICAS
Las matrices sintéticas o andamios forman un parte sustancial dentro de la

ingenieria de tejidos, tipicamente elaborados por biomateriales poliméricos, los
cuales proveen de soporte estructura tridimensional temporal para la adherencia
celular y el subsecuente desarrollo tisular, el mejor andamio para la ingenieria de
tejidos Sera aquel que proporcione una matriz extracelular indicada para el tipo de

tejido al que Se pretende imitar o igualar, entre otras caracteristicas tales como:

1. Arquitectura o la habilidad de Ser moldeado en diferentes formas con
estructuras porosas.

2. Bioactividad, adecuacién para la viabilidad, crecimiento y diferenciaciéon
celular dentro del andamio.

3. Propiedades Mecanicas al sitio donde Se pretende implantar.

4. Biodegradabilidad para que el tejido sustituya en un tiempo determinado al
andamio

5. Recientemente Se ha dado mayor consideracion a aquellas cuyas
caracteristicas proporcionen una minima reaccion antigeno-anticuerpo, de
naturaleza antibacterial intrinseca , no carcinogénica ni mutagénica (Chan &
Leong, 2008).

Partiendo de este punto existen un gran numero de materiales ya Sean organicos e
inorganicos o sintéticos que han sido sugeridos para participar en la Medicina
Regenerativa y para este caso en Ingenieria de tejidos 6seo s de los cuales, los
sintéticos mas comunes son: Poli-e-Caprolactona (Rampichova et al., 2013) Poli-
Lactico (McCullen et al., 2009) y los organicos mas comunes son a base de geles,
colageno y Quitosano (Di Martino, Sittinger, & Risbud, 2005; Khor & Lim, 2003;
Levengood & Zhang, 2014; Muzzarelli et al., 1994; G. Wang et al., 2011; Yu et al.,
2007).
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QUITOSANO/POLI-L-LISINA
El Quitosano es un polimero natural (polisacarido) que Se obtiene a partir de la

desacetilacion de la quitina bajo condiciones alcalinas, es el Segundo biopolimero
natural mas abundante, es un homopolimero encontrado en los exoesqueletos de
conchas de los crustaceos marinos (artropodos) y paredes celulares de los hongos,
posee una naturaleza cationica que es la responsable de la interaccion
electroestatica con glicosaminoglicanos (GAG), presentes en la matriz extracelular,
estas juegan un papel fundamental en la organizacién y su funcionamiento (Di
Martino et al., 2005). Es un analogo de los glicosaminoglicanos, lo que le
proporciona algunas de sus caracteristicas bioldgicas, y a diferencia de los GAG,
este presenta carga positiva por lo que le permite interaccionar con la superficie de
las células. Gracias a sus caracteristicas fisico-quimicas, el quitosano presenta una
gran plasticidad ya que puede Ser empleado o adaptado en membranas, hidrogeles
y fibras (Amaral, Lamghari, Sousa, Sampaio, & Barbosa, 2005; Florczyk et al., 2013;
Muzzarelli et al., 1994).

El Quitosano posee principalmente caracteristicas biocompatibles, una baja o nula
toxicidad, es un material biodegradable, esta demostrado que promueve la
osteogénesis y la actividad angiogénica (Hu, Li, Wang, & Shen, 2004). El Quitosano
posee la capacidad de Ser degradado in vivo por medio de una enzima proteolitica
presente en casi todos los tejidos del cuerpo humano, llamada lisozima, esta enzima
degrada al polisacarido y descompone en oligosacaridos los cuales no presenta n
ningun riesgo y pueden Ser facilmente degradado por otras enzimas y reabsorbido
por el mismo organismo (Rao & Sharma, 1997). La poli-L-Lisina es un polimero de
carga positiva, conocido por su gran capacidad de proporcionar adherencia y

crecimiento celular (Zheng et al., 2008).

4. JUSTIFICACION.

Las lesiones de origen musculo esqueléticas hoy en dia son comunes y presenta n

una carga considerable de salud mundial, sin embargo los datos de incidencia
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basados en la poblacién son insuficientes, Segun el Dr. Terje Meling jefe del

departamento de Cirugia Ortopédica del Hospital Universitario Stavenger en

Noruega y colaboradores la incidencia de fracturas de huesos largos son:

Incidencia de fractura

Edad

Género

Lado izquierdo/derecho

Tipo de hueso

Miembro superior

/inferior

Fractura cerrada o

expuesta

Mantenimiento de la

fractura

Menores a 16 anos

20 %
10 afos (10-13)
Hombres (30%)

Mujeres (13%)

Derecho (19%)
Izquierdo (21%)

Metafiseal (15%)
Diafiseal (47%)

Superior (41%)
Inferior (6%)

Cerrada (20%)
Expuesta (16%)

Sin fijacion (77%)
Con fijacion (9%)

Mayores o iguales a 16

anos
80%

70 afios (50-84)
Hombres (70%)

Mujeres (87%)

Derecho (81%)
Izquierdo (79%)

Metafiseal (85%)
Diafiseal (54%)

Superior (59%)
Inferior (94%)

Cerrada (80%)
Expuesta (84%)

Sin fijacion (23%)
Con fijacion (91%)
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Segun, Meling, Harboe y Soreide en el 2009 los Segmentos mas faciles a
fracturarse son los tobillos y los Segmentos proximales humerales (Meling, Harboe,
& Soreide, 2009). Otro estudio en la Unidad de Trauma y Ortopedia de Edimburgo
en el 2006 demostraron que las porciones con mas tendencia a fracturase son la
porcidn radial distal, metacarpales y los Segmentos femorales proximales (Court-
Brown & Caesar, 2006).

De acuerdo con los datos de los Miembros del Consejo Consultivo de la Asociacion
Mexicana de Medicina y Cirugia del Trauma en el 2003 Se cubrieron un total de
345,371 Servicios de atencion médica prehospitalaria de urgencia relacionados con
pacientes traumatizados, por ejemplo tan solo en el hospital Espafiol de la ciudad
de México de este total, el 31% son accidentes automovilisticos (lllescas Fernandez,
2003). Esto nos sugiere que en nuestra poblacién las alteraciones 6seas, de tipo
traumaticas presentan un problema epidemiologico severo. Ante esta situacion
demandante, el presente estudio pretende establecer y estandarizar las estrategias
metodologicas donde los alumnos instruidos y supervisados, apoyen a los expertos
en el area, en el que ambos Se vean beneficiados y Sean capaces de llevar a cabo
perfectamente los procedimientos de cultivo celular, técnicas de viabilidad celular,
proliferacion celular, entre otras. Este estudio también busca establecer alternativas
que superen las expectativas a las terapias convencionales por medio de técnicas
novedosas o innovadoras con la manipulacion de matrices tridimensionales o
andamios que favorezcan la adherencia y proliferacion celular, siendo el Quitosano
con Poli-L-Lisina el andamio propuesto en el presente proyecto por las
caracteristicas que posee en conjunto con células madre mesenquimales.

Esto representa un reto para cirujanos e investigadores, el “biomaterial ideal” para
la regeneracion de defectos éseo s de tamafio critico, y su aplicacidén primeramente
en conejos de Raza Nueva Zelanda, y a mediano plazo, sea aplicado en casos
clinicos controlados en seres humanos con el objetivo de que la ingenieria de tejidos
trascienda para bien de la sociedad.
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5. HIPOTESIS ALTERNA.

El constructo tisular con células de médula ésea de fémur regenerara el defecto

0seo.

6. HIPOTESIS NULA.

El constructo tisular con células de médula 6sea de fémur no regenerara el Defecto dseo.

7. OBIJETIVO GENERAL.

-Comparar la regeneracion de defectos dseo s en Radio de conejos con células de médula

Osea de fémur contra grupo control.

8. OBIJETIVOS ESPECIFICOS.

Estandarizacion de técnicas de cultivo celular
2. Estandarizacion de las técnicas de viabilidad, proliferacion celular

Estandarizar técnicas de purificacion celular.

4. Establecer colonias purificadas de células madre mesenquimales de médula

oOsea.

5. Estandarizar técnica de Inmunofenotipificacion por medio de marcadores

especificos de membrana CD44 positivo y CD34 negativo

6. Comparar por medio de radiografias preoperatoria transoperatoria y

postoperatoria, las imagenes de los procesos de regeneracion 0sea

7. Evaluar la neo-formaciéon 6seo por medio de la interpretacion de la Tomografia

Axial Computarizada.

8. Evaluar la adhesion celular por medio de microscopia electronica de barrido
(SEM).

9. Evaluar la regeneracion 6sea por medio de tincion histologica (H&E),
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9. METODOLOGIA.

1. SELECCION DE CONEJOS.
Los 3 conejos hembra, fueron adquiridos en el Modulo de Cunicultura de Centro de

Producciéon y Estudios Agropecuarios de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan; fueron trasladados al Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores

Iztacala el dia 1 de Diciembre del 2014.

A la llegada al Bioterio fueron aclimatados en un lugar especial donde fueron
colocados en jaulas individuales y acondicionadas para su estancia. Alimentados a

base de Conejina (ABIN CK Purina) y agua purificada.

2. ESTANDARIZACION DE TECNICA OBTENCION DE MEDULA OSEA DE FEMUR.

2.1 ANESTESIA DE LOS CONEJOS
MATERIAL

e Bascula

e Ketamina (ANESKET PiSA) 1000mg/10ml
e Xylacina (Procin Equus PiSA) 10 mg

e Jeringas con agujas de 3y 5 ml

e Jeringas de insulina

PROCEDIMENTO

A. Previamente se tomaron los datos de peso de cada conejo, con el fin de
inducirlos a una anestesia general.

B. Dependiendo del peso de los conejos, se obtuvo las dosis tanto de anestésico
como relajante muscular con los datos proporcionados por el fabricante.

C. El anestésico utilizado, Ketamina de 100 mg/10 ml (Anesket), administrado por
via intramuscular, 50 mg por kg de peso del conejo y Xylacina como relajante
muscular de 10 mg por kg de peso.

D. Se administr6 primeramente el anestésico en gluteo derecho, Seguido del
relajante muscular inyectado en gluteo izquierdo.

E. Eltiempo de espera en hacer efecto del anestésico fue alrededor de 10 minutos.
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F. Se trasladaron uno por uno a quiréfano, verificando previamente los reflejos

pedales y palpebrales para cerciorar la anestesia general del conejo.

2.2 TECNICA DE ASPIRADO MEDULAR
MATERIAL

e Campos operatorio de tela

e Clorhidrato de Benzalcolio.

e Gasas estériles

e Terramicina en gel (PFEIZER)

e Cinta micropore

e Aguja tipo Ossgood (18 G x 3.3 cm TROKAR)
e Agujasde 5mly 3 ml

e Cartucho de lidocaina

PROCEDIMIENTO

A. Se colocé al conejo recostandolo en posicidon decubito lateral tanto izquierdo o
derecho o también conocida como posicion de Sims o posicién de Semiprono.

B. Se realiz6 asepsia y antisepsia de la zona a puncionar con Clorhidrato de
Benzalcolio.

C. Paraevitar la opacidad corneal, se colocé Terramicina en gel (PFEIZER) en cada
ojo y los parpados Se mantuvieron cerrados con micropore, evitando la salida
del medicamento.

D. Mediante palpacién se ubicé la porcidn movil distal de la epifisis femoral para
realizacion de puncion.

E. Se administro lidocaina simple en zona a intervenir para mejorar los rangos de
anestesia.

F. Se colocd aguja tipo Ossgood en la zona a puncionar, aplicandoSe presién sobre

la aguja, a través del plano cutaneo, celular subcutaneo, musculo y periostio
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hasta atravesar la lamina 6sea, hasta Sentir un vacio, esto significa que ya Se
ha perforado la cavidad medular.

G. Se retird la canula de la aguja ubicado en la porcion superior y se insertd una
jeringa de 5 ml en el émbolo de la aguja tipo Ossgood.

H. Se aspiraron lentamente alrededor de 3 a 5 ml del contenido medular.

I. Posteriormente se retiré la aguja y se verificd que no existiera hemorragia de la

zona intervenida, realizando hemostasia con presion digital y una gasa.

2.3 DEPOSITO DE LA MUESTRA
MATERIAL

Tubos BD Vacutainer (K2 EDTA 10.8 mg de 6.0 ml) de tapa color lila.

PROCEDIMIENTO

A. La muestra obtenida fue colocada inmediatamente en tubos BD Vacutainer de
tapa color lila.

B. Se mantuvieron en movimientos oscilantes para su homogenizacioén con el fin
de que la muestra de médula 6sea no Se coagule por toda la presencia de
elementos sanguineos que posee en su formula.

C. Se dejo6 reposar a temperatura ambiente 24°C aproximadamente.

2.4 POSOPERATORIO
MATERIAL

¢ Penicilina Benzatinica (Benzetacil) 1,200, 000 U. Suspensién.
e Acido Acetilsalicilico (Aspirina Efervescente) 400 mg Tabletas efervescentes.

e Campos operatorios de tela

PROCEDIMIENTO

A. Después del aspirado medular, los conejos fueron abrigados o envueltos en
campos operatorios con el fin de mantener su temperatura corporal (36.5°C) y

no caigan en hipotermia,
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B. Se les administré intramuscularmente Antibiético: Benzatina Bencilpenicilina
(Benzetacil) 1,200, 000 U. Suspension. Administracion unica
C. Analgésico: Acido Acetilsalicilico (Aspirina Efervescente) 400 mg Tabletas

efervescentes. Administracion por 2 dias.

3. TECNICA DE CULTIVO CELULAR DE MEDULA OSEA.
MATERIAL

e Tubos de 15 ml estériles

e DPBS (SIGMA-ALDRICH)

e Maquina de centrifuga (SIGMA MODELO 2.15 KL)

e Campana de flujo laminar (TELSTAR BIOADVANCED II)

e Propipeta o Pipeteador (S1 Pipet Filler THERMO SCIENTIFICS)
e Micropipetas (10, 100, 1000 yl BOECO)

e Pipetas Seroldgicas (TPP)

e Pipetas tipo Pasteur

e Puntas para Micropipetas (BIOLOGIX)

e Cajas de cultivo estéril de 25¢m? Tipo falcon (Nunclon™ Surface).
e Gasas estériles

e Medio de cultivo DMEM (BIOWEST)

e SFB (suero fetal bovino, BIOWEST)

e Solucion antibidtico-antimicético (SIGMA-ALDRICH)

PROCEDIMIENTO

A. Por medio de una gasa estéril se filtr6 el contenido del tubo Vacutainer
pasandose a un tubo de punta cénica de 15 ml estéril

B. Se lavé con phosphatase-buffered-saline (PBS) con un pH de 7.4 (tubo “a”)

C. Se centrifugé 1000 RPM por 10 minutos a temperatura ambiente, colocando
tubos de manera equidistante a la muestra con el fin de que haya un correcto
balance.

D. Ya obtenido el pellet celular se retir6 cuidadosamente los excedentes de PBS

ubicados en la porcidon superior de la muestra

——
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E. Por medio de una pipeta de transferencia (BIOLOGIX) se succioné entre las dos
primeras partes (interfase o anillo celular), cuidando de no recolectar nada de la
muestra inferior y se coloco en otro tubo de punta conica estéril (tubo “B”)

F. Se llevdé a centrifugacion (Segunda centrifugacion) a 1000 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente.

G. Se retir6 el excedente de PBS y Se volvio a recolectar la interfase pasandose a
otro tubo de punta conica estéril (tubo “C”)

H. La muestra final ya centrifugada se re-suspendio en 1 ml de medio DMEM

I. Se sembro en un frasco de cultivo estéril de 25¢m? tipo falcén.

J. Fue dejado incubar por 10 a 15 minutos para lograr la adherencia celular a la
caja de cultivo a 37° C con 95% de oxigeno y 5 % de CO2.

K. Pasado este tiempo Se le adicioné medio de cultivo DMEM suplementado con
20% de SFB y 1% de solucion antibiotico-antimicotico

L. El medio de cultivo fue cambio pasadas las primeras 24 horas, con el fin de
eliminar las células no adherentes de origen sanguineo, después Sera

remplazado cada 2 veces por semana.

4. COSECHAY SIEMBRA CELULAR.
MATERIAL

e trypLE™ Express (SIGMA-ALDRICH)

e Incubadora con 5% de CO2 y 95% de oxigeno (Binder modelo CB150UL)

e DPBS (SIGMA-ALDRICH)

e Medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modificated Eagle's Médium, BIOWEST),
enriquecido con 20% de SFB (Suero Fetal Bovino, BIOWEST), 100 Ul/mL de
penicilina, 100pg/mL de estreptomicina y 0.25 ug/mL de Anfotericina B (SIGMA-
ALDRICH)

e Propipeta o Pipeteador (S1 Pipet Filler THERMO SCIENTIFICS)

e Pipetas Serologicas (TPP)

e Microscopio 6ptico invertido (LEICA modelos MIL LED)

e Campana de flujo laminar (TELSTAR Il BIOADVANCE)

e Tubos de 15 ml estériles de punta cénica
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e Maquina de centrifuga (SIGMA MODELO 2.15 KL)

e Cajas de cultivo estéril de 75 y 125¢cm? Tipo falcon (Nunclon™ Surface).

PROCEDIMIENTO

A. Una vez llegado a un estado de confluencia del 80% fue necesario realizar los
pases celulares, con el fin de ampliar el cultivo y que las células no entren en
estado de apoptosis.

B. Se retird el medio de cultivo de la caja de 25 cm?

C. Se le adicion6 de 5 ml de trypLE™ Express (SIGMA-ALDRICH) a las cajas de
cultivo.

D. Se coloco en la incubadora con 5% de CO2 y 95% de oxigeno a 37°C durante
5 minutos.

E. Es importante después de haber separado las células, detener la accion
enzimatica del trypLE Express colocando 5 ml de DMEM, observandose al
microscopio para verificar de la correcta cosecha celular.

F. Una vez realizada la cosecha celular, esta fue recuperada con una pipeta estéril
para Ser colocada en tubos de 15 ml.

G. Los tubos de punta cénica de 15 mL con las células fueron llevados a
centrifugacion durante 10 minutos a 1000rpm y con una temperatura ambiente.

H. Posteriormente se retird6 cuidadosamente el sobrenadante para obtencion del
pellet o boton celular.

I. Se re-suspendio el pellet en 1 ml de medio DMEM

J. Finalmente, Se vertié el concentrado de esta suspensiéon celular en cajas de
cultivo expandiéndola sobre toda la caja de cultivo correspondiente como se

plantea en el siguiente cuadro:

TAMARO DE CAJA DE CULTIVO ML DE MEDIO DE CULTIVO
CAJA DE 25 cm? ‘ 5ml
CAJA DE 75 cm? ‘ 20 ml

CAJA DE 125 cm? ‘ 30 ml
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K. Se realizaron las evaluaciones de morfologia celular mediante microscopia
invertida.

L. Para la realizacion de las diferentes pruebas que posteriormente seran
mencionadas a continuacién fue necesario después de separarlas, tomar un

concentrado de 100 microlitros y sembrarlas en los pozos correspondientes.

5. METODO DE SEPARACION CELULAR (MACS) MAGNETIC ACTIVE CELL
SOURTING.
La purificacion celular por medio de MACS posee su caracteristica, en que las

células tienen marcadores de membrana especificos. Estos son etiquetados
magnéticamente por medio de anticuerpos conjugados con microperlas, las
cuales son usadas para identificar magnéticamente la poblacion celular que se
desea purificar, la columna por donde Se hace pasar la suspensiéon celular
contiene perlas de hierro y esta columna colocada sobre un magneto,
provocando que las células diana Se retengan dentro de la columna por el
campo magnético existente y las células no etiquetadas no Seran retenidas (El-
Sayed et al., 2014; Makker, Agarwal, & Sharma, 2008)

MATERIAL

e DPBS (SIGMA-ALDRICH)

e EDTA (J.T BACKER)

e BSA (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY)

e Trypan blue solucion 0.4% (SIGMA-ALDRICH)

e Camara de Neubauer

e Parafilm

e Material para cosecha celular

e (CD44 human microbeads (MILTENYI BIOTEC)

e Columnas (XS SuperMACS Il MILTENYI BIOTEC))

e MACSxpress Separator (MILTENYI BIOTEC)

e MACS MultiStand (MILTENYI BIOTEC)

e Medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modificated Eagle's Médium,
BIOWEST), enriquecido con 20% de SFB (Suero Fetal Bovino, BIOWEST),
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100 Ul/mL de penicilina, 100ug/mL de estreptomicina y 0.25 ug/mL de
Anfotericina B (SIGMA-ALDRICH)

PROCEDIMIENTO

A. Primeramente Se prepara el Buffer de Separacion que consta de:
PBS 50ml.
BSA 0.5% 25mg.

EDTA: 2mM 38mg.

FORMULA
M- PM
L

PBS-BSA 0.5% EDTA 2Mm

0.5g — 100ml 372.24g---- 1M (1000mM) 0.7748g—1000m|

0.25g - 50ml - ALBUMINA (BSA) 0.7748g-----2mM 0.038g-----50ml
38mg EDTA.

B. Una vez obtenido el pellet o botdn celular se lavé con el buffer de Separacion.

C. Se le afadieron 1 a 2 ml de buffer de Separacion al pellet.

D. Se resuspendio hasta ver que no queden Sedimentos.

E. Por medio de una punta de Micropipetas se tomaron 10 ul de suspension celular

y 10 pl de azul Trypan (1:1).

F. Se resuspendioé todo en un tubo Eppendorf y se llevé a camara de Neubauer

5.1 CONTEO DE CELULAS EN CAMARA DE NEUBAUER
MATERIAL

e (Camara de Neubauer

e Microscopio 6ptico invertido
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e Cubreobjetos

e Azul Trypan

PROCEDIMIENTO

A. Colocando un cubreobjetos encima de la camara de Neubauer

B. Entre la camara de Neubauer se colocé la suspensién celular con el azul Trypan
(10u1)

C. Se conto6 unicamente un solo cuadrante, en el que las células Se hayan en dicho

espacio.

Se cuenta el numero de células vivas.

Ese numero Se multiplico por 10,000 para calcular los mililitros.

Se dividié entre el numero de cuadrantes (4).

Se multiplico por 2 esto justifica los 10 yl de azul Trypan y los 10 pl.

I & mmo

Se multiplico por 5 para calcular los 5 ml

En la camara de Neubauer Se contd Unicamente un solo cuadrante

# de celulas

— @)

5.2 SEPARACION Y PURIFICACION CELULAR POR MAGNETIC ACTIVE CELL SOURTING
PROCEDIMIENTO

A. Férmula para preparar buffer de separacién

80 ul de buffer de Separacion por cada 10, 000,000 de células.
Se hace por regla de 3

80 pl - 100, 000, 000

X -#de células
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B. Férmula para CD44
20 ul de CD44 por cada 10, 000, 000 de células.
20 ul - 10, 000, 000

X - # de células contadas

C. Una vez obtenidos los calculas Se preparoé tanto el buffer de Separacion y el CD
44

Se le agreg6 el buffery el CD 44 y Se re suspendié todo.

Se dejo incubar en frio de 2 a 8 °C durante 15 minutos

Se colocaron 2 ml de buffer de Separacion a la muestra previamente incubada.

@ m mo

. Se re suspendié y Se centrifugd a 1000 RPM, 10 minutos a temperatura
ambiente.

H. Una vez obtenido el pellet Se retir6 el sobrenadante y Se colocan 500 ul por
cada 10, 000, 000 de células y Se re-suspende.

I. Se colocaron las columnas (XS SuperMACS Il) en los imanes de ambos lados.
e Se introducen de tal manera que las pestafas queden de frente y Se

colocan los tubos de punta cénica de 15 ml debajo de las columnas.
Se colocaron 3 ml de Buffer de Separacion en las columnas (XS SuperMACS II).
Se fue depositando ml por ml de modo que no Se sature la columna.

Se fue depositando la suspensidn celular en las paredes de la columna

= X <«

. Una vez que ya Se haya filtrado toda la suspension, Se retiré con mucho cuidado
la columna del iman.

El restante Se inyectd sobre el tubo de 15 ml.

Se re suspendié con DMEM.

Se sembro en caja de cultivo de 25 cm2 sobre toda la extension de la caja falcon.
Se observaron en microscopio 6ptico invertido

Se colocaron 5 ml de DMEM a la caja de cultivo de 25 cm2

w» oo TV OoZ

Se meti6 a incubacién 5% de CO2 y 95% de oxigeno a 37°C

Para las siguientes pruebas fue necesario hacer siembra de las células a evaluar

en caja con pocillos, dependiendo del ensayo es la caja de pozos que se emplea.

——
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6. SIEMBRA DE CELULAS EN POZOS
MATERIAL

e Cajade 6, 24, 96 pocillos (dependera del ensayo que se pretenda hacer)

e Portaobjetos

PROCEDIMIENTO

A. Ya establecido el conteo celular Se Sembraron las células, un aproximado de
100 microlitros de suspension celular por pozo.

Se coloco portaobjetos en el fondo del pozo con cuidado de no fracturarlo.

Se colocaron las células en portaobjetos

Se dejaron 5 minutos que las células se adhieran al portaobjetos.

Pasados los 5 minutos de les colocé medio DMEM

nmo o w

Se metieron a incubacion

7. ENSAYOS DE VIABILIAD Y PROLIFERACION CELULAR.
Se realizaron las siguientes pruebas de viabilidad y proliferacion celulara 1, 3, 7 y

14 dias con las siguientes pruebas con sus respectivos controles negativos.

PRUEBAS DE VIABILIDAD PRUEBAS DE PROLIFERACION

AZUL TRIPAN MTT
LIVE/DEAD ALAMAR BLUE
CFU-F

7.1 METODO DE VIABILIDAD POR TRYPAN BLUE SOLUTION 0.4% (SIGMA-ALDRICH)
MATERIAL

e material para cosecha celular

e Trypan Blue Solucién 0.4% (SIGMA-ALDRICH)

e Camara de Neubauer

e Microscopio optico invertido (LEICA modelos MIL LED)
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PROCEDIMIENTO

Se determind por tincion Trypan blue solucion (0.4%)

Se retird el medio de cultivo DMEM de las cajas de cultivo

Las células fueron cosechadas afadiéndoles 5 ml del TrypLE Express

Se dejaron incubar por 5 minutos 37° C, 5 % CO2

Se le colocé 5 ml medio DMEM para inactivar la enzima del TrypLE
EXPRESS

F. El sobrenadante fue recuperado con una pipeta volumétrica estéril para ser

moow?>

colocado en tubos de 15 mL

G. Se centrifugd durante 10 minutos a 1000rpm a temperatura ambiente.

H. Se obtuvieron 50 pl de la suspension celular y Se incuba en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml.

I. Se colocd a una concentracion 1:1 10 pl de suspensién celulary 10 ul 0,5 %
de azul Trypan

J. Se re-suspendié el pellet celular.

K. Se tomaron 10 pl de la suspension celular de los 50ul aproximadamente.

L. La suspension debera Ser homogeneizada e incubada durante 30 minutos a
4°C

M. Se llevé a camara de Neubauer y por medio de un microscopio Optico
invertido Se observo y cuantificara las células

N. Se contd las células viables y las no viables para obtener asi el total de

numero de células viables por medio de la siguiente formula:

# de celulas

— @)

7.2 ENSAYO LIVE/DEAD (LIFE TECNOLOGIES)
El kit LIVE/DEAD proporciona un ensayo de viabilidad celular de fluorescencia de 2

colores (rojo y verde)
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Este ensayo Se basa en la determinacion simultanea de las células vivas y muertas

por medio de 2 pruebas
a. Por medio de la actividad esterasa intracelular
b. Integridad de la membrana plasmatica.
Sus principales componentes son 2:
C. Calceina AM
d. Homodimero de etidio

La Calceina AM, que no es fluorescente es absorbida por las células vivas siendo

transportado a través de la membrana celular.

La actividad de las enzimas esterasas transforma la calceina AM en calceina

fuertemente fluorescente.

Esta calceina fuertemente fluorescente es retenida por las células vivas y esto

provoca que flouresca intensamente de color verde.

El Homodimero de etidio penetra en las células con dafio en la membrana y

aumenta su fluorescencia tras unirse a acidos nucleicos.

Produciendo de esta manera una fluorescencia de color rojo brillante en las

células muertas.
Material

e DPBS (SIGMA-ALDRICH)

e LIVE/DEAD KIT VIABILITY/TOXYCOLOGY INVITROGEN

e Caja de 6 pocillos

e Microscopio de fluorescencia ZEIZZ HXP 120 C con el programa ZEN lite
2012.

PROCEDIMIENTO
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A. Preparacion de solucion
997.5 yl de PBS

0.5 uL de Calceina

2 yL Homodimero de etidio-1
1000 uL en total

Se sembraron las células en caja de 24 pocillos

El ensayo fue evaluado para 3, 7, 14 dias en pozos diferentes cada una.
Primeramente Se retira el medio basal DMEM

Se lavaron las muestras 2 veces con PBS

Se colocaron 300 pl de la solucion de L/D por muestra.

Es importante recubrir los pocillos con papel aluminio

I ommoOo W

Se incubd a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Pasado el tiempo Se realizaron las observaciones en microscopio de

fluorescencia con el programa ZEN lite 2012.

J. A la observacion microscopica de fluorescencia las células vivas muestran
fluorescencia color verde.

K. A la observacion microscépica de fluorescencia las células muertas o no viables

muestran fluorescencia color roja.

——
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L/D

dia 14

<>

7.3 ENSAYO DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol) SIGMA-ALDRICH
Es un marcador fluorescente que Se une fuertemente a regiones enriquecidas en

Adenina y Timina en Secuencias de ADN, es utilizado ampliamente en la

microscopia de fluorescencia, siendo este un marcador nuclear.

PROCEDIMIENTO.

A. Se retir6 el medio de cultivo por medio de una punta de Micropipetas de 1000
pl (BIOLOGIX) y micro-pipeta de 100-1000 pl (LABNET)

Se colocaron 2 pl de DAPI (SIGMA-ALDRICH) por muestra

Se le adicioné papel aluminio sobre toda la caja de 24 o 96 pocillos.

Se dejo Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

Se obServo a través de microscopio de fluorescencia (ZEIZZ HXP 120 C)

Las lecturas Se realizaron con el programa ZEN lite 2012.

@ mmo o w

. Fueron realizados 3 ensayos a partir de 3, 7, 14 dias respectivamente.
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7.4 ENSAYO CFU (COLONY FORMING UNITS) COLONIAS CLONOGENICAS.

En esta prueba, el azul de toluidina posee una afinidad por los acidos nucleicos, por

lo tanto se une a los componentes nucleares de los tejidos con un alto contenido
de ADN y ARN.

Material.

Caja de 6 pocillos (CORNING)
DPBS (SIGMA-ALDRICH)
PARAFORMALDEHIDO 1 %
Azul de toluidina 0,1%

Agua estéril

PROCEDIMIENTO.

oo w>

nom

Se cosechd y colectdé un concentrado de 100uL de suspension celular

Las células fueron sembradas en caja de 6 pozos

Se les coloco 3 ml de medio DMEM

Se dej6é incubar durante 12 dias con el fin de que las células alcanzaran un
estado de confluencia mayor

Pasado este tiempo, se les retird el medio de cultivo.

Se lavaron con PBS 1X 3 veces

G. Las células fueron fijadas por medio de 1 % de Paraformaldehido en DPBS

durante 30 minutos a 1 hora.

. Se retir6 el Paraformaldehido y se afiadié azul de toluidina 0,1% durante 1 hora

Se lavaron las muestras con agua estéril y se dejaron secar
Se realizaron las evaluaciones a 7 y 14 dias

Las células fueron observadas en microscopio de luz
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7.5 METODO DE VIABILIDAD POR ALAMAR BLUE® (AB) NALGENE
La Rezazurina es el componente activo en el Alamar Blue, y ha sido usada por

%

\

décadas para medir la proliferacién y la citotoxicidad en células procariotas y

eucariotas (Page, Page , & Noel , 1993).

En las células metabdlicamente activas, este colorante azul, no fluorescente, reduce
de azul a rosa la Rezasurina y el compuesto obtenido es la Resorufina, altamente
fluorescente lo que permite una medicién cuantitativa de la viabilidad (O’Brien,
Wilson, & Orton, 2000).

PROCEDIMIENTO.

A. Por medio de una caja de 96 pocillos se sembraron por duplicado un aproximado
de 50,000 células.

B. Se dejo incubar para permitir su adherencia y proliferaciéon

C. Se preparo el reactivo colocando 299 ul de medio DMEM sin rojo fenol y 1 ul de
AlamarBlue (INVITROGEN) dando un total de 300 pl.

D. Se dividié esa concentracidén para ser distribuida en los pocillos y colocandose
medio DMEM sin rojo fenol

E. Las evaluaciones se realizaron a 3, 7, 14 y 21 dias.
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F. Cumplidos los tiempos se elimind el medio de cultivo DMEM
G. Se lavaron las muestras 2 veces con PBS
H. Se realizo la lectura en lector de placas a 570 nm.

I. Enlos respectivos controles, se anadic DMEM

. AB ‘ Control
dia 3

. AB . Control
dia7

. AB . Control
dia 14
AB

‘ , Control
dia 21

7.6 ENSAYO DE 3-(4,5-DIMETILTIAZOL-2-Y1)-2,5 DIFENILTETRAZOL (MTT ROCHE)
Este ensayo fue descrito por primera vez por Mossman y colaboradores en 1989, el

cual le da la caracteristica de facil, rapido y reproducible. Es un método colorimétrico
rapido a base de la desnaturalizacién de una sal de Tetrazolium amarilla, a cristales
de formazan de color purpura por medio de enzimas mitocondriales de las células

metabdlicamente activas (Mossman, 1989)
Materiales:

e Reactivo MTT Roche
e Medio DMEM sin Rojo Fenol Sigma Aldrich

e Solubilizador de cristales MTT Roche
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e Medio DMEM suplementado con 10%FBS y 1% Antibiotico.

e DPBS Biowest

e Micropipetas con respectivas puntas [10ul/100 pl/1000 pl

¢ Placas de cultivo fondo plano de 24 pocillos [estériles] Thermo
¢ Placas de cultivo fondo plano de 96 pocillos [estériles] Thermo

e Espectrofotdmetro

PROCEDIMIENTO

A. Las células una vez cuantificadas fueron sembradas por triplicado a una
densidad de 10,000 células directamente sobre el fondo de la caja de 96 pocillos

B. Una vez sembradas las muestras, se dejaron reposar por 5 min, para su
posterior colocacion de medio DMEM

C. Se colocaron en la incubadora de CO2 a 37°C durante los dias necesarios a
evaluar (3, 7, 14 'Y 21 dias).

D. Previo al dia de la toma de lecturas, se incubd el reactivo en los pocillos a
evaluar, por lo cual, se retiré el medio de cultivo, y se realizaron 2 lavados con
DPBS.

E. Yarealizados los lavados con DPBS, se preparo el reactivo MTT conjugado con
medio DMEM sin rojo fenol agregando: 64 pl de medio DMEM sin ROJO FENOL
con 6yl de reactivo MTT, siendo un total de 70pl de solucion reactiva. La cual se
dejo en incubacion durante 3hrs a 37°C en 5% de COz2 (todo este procedimiento
se realizd en condiciones de poca luz, para evitar alterar el reactivo).

F. Una vez pasado el tiempo de incubacion, se agrego el solubilizante del reactivo,
afadiendo 100l a los pocillos, teniendo una concentracién de 170pl. Dicha
concentracion se dejo en incubacion por el resto de la noche, para asi, realizar
la lectura al dia siguiente (la placa de cultivo fue cubierta con aluminio).

G. Terminado el tiempo de incubacién, se retird el volumen total de la solucién y

se colocé en placas de 96 pocillos, donde, los 170ul fueron divididos en 2 para
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realizar doble lectura de las muestras, (la placa de cultivo fue cubierta con

aluminio).

H. Una vez colocadas los volumenes correspondientes y perfectamente

identificados, se insertd la caja en el lector de placas y fue leida a una densidad

optica de 540nm.

I. Una vez leidos los datos, fueron recolectados y se realizd el analisis e

interpretacion por medio del programa Excel.

MTT
dia 3

MTT
dia 7

MTT
dia 14

MTT
dia 21

o o O O

8. PRUEBAS DE VIABILIDAD Y PROLIFERACION CELULAR EN ANDAMIO.
PREPARACION Y SIEMBRA SOBRE ANDAMIO DE QUITOSANO POLI-L-LISINA.

PROCEDIMIENTO

A. Los andamios fueron cortados en trozos de 2-3 mm aproximadamente de

Control

Control

Control

Control

diametro y fueron colocados en caja de 96 pocillos

——
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B. Antes de colocar las células, los andamios fueron previamente acondicionados
con el fin de que las células se adhieran al andamio y no al pocillo.

C. Para los ensayos previamente mencionados tanto de viabilidad como de
proliferacion, se siguieron los mismos protocolos y mediciones

correspondientes.

9. PREPARACION DE MUESTRAS BIOLOGICAS PARA SEM (Scanning Electronic

Microscope)
MATERIAL.:

e Glutaraldehido al 2.5%
e PBS1X(0.1M)
e Tetroxido de osmio OsOs4

e Placa de 96 pozos

PROCEDIMIENTO

Los ensayos para microscopia electronica de barrido fueron realizados después de
las primeras 48 horas del sembrado en la caja de 96 pocillos. Después las muestras
fueron visualizadas a 7 y 14 dias, colocandose en cada caja: andamio con células,

andamio sin células y como control membrana de colageno con células (CollaCote)
Pasos efectuados

1. Fijacion

2. Postfijacidon

3. Deshidratacion

Los andamios fueron acondicionados como se describio anteriormente y las células

fueron sembradas al cumplirse los tiempos a evaluar.

Se retiré el medio de cultivo de las muestras
Se lavo 2 veces con 200ul de PBS 1X tibio a velocidad muy lenta
Se anadié Glutaraldehido al 2.5% tibio.

Se dejo incubando 2 horas a temperatura ambiente.

moow?>

Se lavo lentamente las muestras con 200ul de PBS1X 2 veces por 5 min
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F. Se anadio Tetréxido de osmio al 1% en PBS1X, y se incubd 2 horas a
temperatura ambiente.

G. Se lavé la muestra 3 veces con PBS1X

H. Se deshidraté con concentraciones crecientes de alcohol: 30%, 50%, 70%, 80%,
90%, 100%, 15 minutos cada una.

I. Finalmente la observacién se realizé6 por medio de microscopio electrénico de
barrido (SEM)

Andamio con células Andamio sin células CollaCote con células

///H\\\
48 hrs o
@

s // \\
7 dias )
@

14 dias ()

¢
O
O
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10. CARACTERIZACION POR INMUNOMARCAJE O PRUEBA DE TRONCALIDAD
Material

e Anticuerpo Anti-CD44 (Hermes-1) Abcam (ab119335).

e Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Alexa Fluor 488 (A-11001).
e BSA (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGIES).

e PBS Tween.

e DPBS (Sigma-Aldrich).

e Paraformaldehido 4%

e triton 100X

PROCEDIMIENTO

A. Solucién bloqueadora

Para hacer 50 ml de esta solucién se realiz6 el siguiente procedimiento:
- BSA 1%/ 0.5 grs de albumina sérica bovina

- 0.5 % PBS Tween/ 200 microlitros de PBS-T

- PBS 1X hasta completar.

Ejempilo:

Se colocaron 100 microlitros de suspension celular a una caja de 6 pocillos.
Se dejo que las células proliferaran sobre la caja.

Se lavé con 300 microlitros PBS 1X 3 veces y aspirar

Se fijo con 300 microlitros de solucion fijadora por 30 minutos

Se volvié a lavar con PBS 1X 3 veces.

@ Mmoo W

. Se permeabilizé con 300 microlitros de tritdn 100X en PBS 1X por 20
minutos y aspirar.

H. Se lavé con PBS1X 3 veces.

I. Se bloqued con 400 microlitros de solucidén bloqueadora por 1 hora a

temperatura ambiente.

J. Selavo con PBS 1X 3 veces
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K. Se colocé anticuerpo primario Anti-CD44 antibody (Hermes-1), con una
dilucién al 1:100, diluyéndolo en la solucion bloqueadora. Se dejo toda la
noche a 4°C.

Ejemplo:
1 microlitro de CD 44
99 microlitros de solucion bloqueadora.

Total: 100 microlitros

L. Pasadas las 24 horas, se lavd con PBS 1X
M. Se coloco Anticuerpo Secundario Goat Anti-Rat IgG H&L (Alexa Fluor 488)
con una dilucion al 1: 500, diluyéndolo en la solucién bloqueadora.
Ejemplo:
100 microlitros de Alexa Fluor 488
100 microlitros de solucién bloqueadora

Total: 200 microlitros

Se dejo a temperatura ambiente por 2 horas o toda la noche a 4°C.
Se realizé a oscuras y tapandolo con papel aluminio
Se Lavo con PBS 1X

Se lavé con 300 microlitros de agua destilada para quitar restos de

O T O Z

cristales.

R. Finalmente se procedi6 a la observacion al microscopio de fluorescencia.
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11.CIRUGIA PARA CREACION DE DEFECTO OSEO EN RADIO DE CONEJOS NUEVA
ZELANDA
Material

/)

CD34

\

e Hojas de bisturi

e Regla de plastico milimetrada
e Fresas quirurgicas 702

e Mango para bisturi

¢ Colla cote (ZIMMER)

¢ Motor con pieza de mano

e Sutura

e Gasas estériles

e Benzal

PROCEDIMIENTO

Previo al acto quirurgico, las células madre mesenquimales fueron colocadas en el
andamio dos dias previos a su implante en el conejo, para permitir la proliferaciéon

sobre el biomaterial.
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A. Se realizaron las cirugias de la creacion de los defectos 6seos en el radio de los
conejos de aproximadamente de 10 mm de longitud por medio de fresas
quirurgicas (702) para baja velocidad.

B. Los conejos fueron sometidos a anestesia por medio de una inyeccién
intramuscular de Ketamina y Xilazina, y con las caracteristicas que se habian
descrito anteriormente con respecto al manejo del conejo y su preparacion para
el acto quirurgico.

C. Se realizaron las consideraciones pertinentes que indicaron que los conejo
estuvieran sedado, mediante los puntos y reparos anatomicos palpables como
lo son:

Alrededor de los ojos (reflejo palpebral).
Por dentro del oido (reflejo auricular).
Apretando el pie (reflejo pedal), siendo este el mas efectivo.

D. Se coloco al conejo en posicion lateral ubicando el radio en la parte mas medial
del miembro superior

E. Se rasuré6 todo el miembro superior,

Se le colocé Benzal en toda la superficie que a tratar,

G. Una vez que la piel del conejo este completamente desnuda y bien rasurada, se
procedié con la incisidon en la piel por medio de una hoja de bisturi #15 con
mango #3.

H. Se realiz6 una incision de aproximadamente 10 mm sobre el eje longitudinal del
miembro del animal.

I. Se incidié la piel, después musculo teniendo en cuenta de no lesionar
ligamentos, tendones y vasos ya que estos son de importancia para que el
animal desempeie sus movimientos y dinamicas de manera normal.

J. Una vez ubicado el radio por medio de una fresa de fisura y con pieza de mano
de baja velocidad, se procedié a realizar el defecto 6seo con dos marcas
efectuadas con la fresa, y midiéndolas con regla corta flexible y asi cumplir con
los 10 mm que estipula el protocolo.

K. Se mantuvieron los signos vitales del conejo y las pupilas humectadas e

hidratadas.
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11.1  IMPLANTACION DEL ANDAMIO.
A. Se presentd el andamio con el defecto con el fin de que estos cumplan los

requisitos dimensionales.

B. El andamio fue recubierto por medio de una membrana de colageno (colla-cote
ZIMMER), inmediatamente implantado en area del defecto.

C. Una vez colocada, se procedio a colocar puntos de sutura de una sola intencion
con el fin de no estresar al conejo.

D. Durante una semana se mantuvieron a los conejo bajo tratamiento antibidtico
(Benzetacil 1, 200,000 U) y analgésico (Acido Acetil salicilico), con en el fin de

evitar infecciones postoperatorias.

11.2 ESTUDIO RADIOGRAFICO.
Material

e Aparato de rayos x

e Peliculas radiograficas oclusales

Se dio seguimiento a la neo formacion ésea por medio de analisis radiografico a

diferentes tiempos

A. Radiografia preoperatoria
B. Radiografia transoperatoria

C. Radiografia 1 mes

12. EUTANASIA
MATERIAL

e (Camara de C02
e CO2
e Solucion fijadora

A. Los conejos hembras de raza Nueva Zelanda fueron sacrificados al mes de
haber llevado acabo el acto quirurgico, los cuales fueron saturados por medio de
gas (CO2)
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B. Se esperd de 5 a 10 minutos y verificd que cesaran las funciones vitales de los
conejos.

C. Las muestras fueron recolectadas o removidas quirurgicamente desde el codo
hasta la mufieca.

D. Inmediatamente fueron sumergidas en solucién fijadora (Paraformaldehido con

acido Picrico) con el fin de preservar en perfectas condiciones las proteinas.

13. TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA
Después de transcurrido el tiempo de estudio, la muestra fue analizada por medio

de tomografia computarizada (Cone Beam) para corroborar la neo formacion 6sea

y densidad Osea.

14. ANALISIS HISTOLOGICOS
Material

e Solucion fijadora

o Acido nitrico al 5%

e Alcohol absoluto 100

e Alcohol al 96

e Alcohol al 70

e Aceite de cedros

¢ Alcohol absoluto/Amilico
e Alcohol Amilico Puro.
e Paraplast

e Parafina

o Estufa para parafina

e Conformador de cubos
e Hojas de bisturi

e Portaobjetos

e Microtomo

e Plancha de extension

e Xylol
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e Hematoxilina de Harris
e Agua destila

e Amoniaco

e Eosina

e Microscopio optico

e Entelan
PREPARACION DE MUESTRAS

Fijacion
Descalcificacion
Deshidratacion (tren de alcoholes)

Inclusién en parafina

o~ N =

Corte y montaje

PROCEDIMIENTO

FIJACION

A. La muestra de tejido 6seo fue colocada en tubo de punta cénica con solucion
fijadora (Paraformaldehido al 2% con Acido Picrico)
e Se le afiadié el Acido Picrico con el fin de preservar por mas tiempo las
proteinas y no desnaturalizar.
B. Las muestras se dejaron 3 dias en contenido fijador.
C. Pasado los tiempos, las muestras 6seas fueron descalcificadas por medio de
Acido Nitrico al 5%

e Las concentraciones bajas del Acido Nitrico provocaron que este actué
como un quelante con el fin de que el material 6éseo , iones calcicos, no
se degraden rapidamente.

D. Se dejaron en el Acido Nitrico por 5 dias con el fin de que la muestra Se

descalcificara completamente.

DESHIDRATACION (TREN DE ALCOHOLES)
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A. Pasados los tiempos de descalcificacion, las muestras fueron deshidratadas
por medio del tren de descalcificacion o tren de alcoholes
o Este tren de alcoholes corresponde de la siguiente manera el orden en

el que son colocados

Alcohol al 70%

Alcohol al 96% #1

Alcohol al 96% #2

Alcohol absoluto #1

Alcohol absoluto #2

Aceite de cedros.

2B S

B. Se dej6 la muestra en alcohol al 70 % por 24 horas
e En el alcohol al 70% Se puede quedar hasta por 48 horas.

C. Pasadas las 24 horas las muestras de tejido 6seo fue lavado con PBS 1Xy
trasladadas al alcohol al 96% #1
e Esimportante que una vez colocadas las muestras en alcohol 96 % ya no

Se puede interrumpir el tren de alcoholes.

D. Las muestras en alcohol al 96% #1 fueron deshidratas por 1 hora.

E. Pasados los tiempos, las muestras fueron lavadas con PBS 1Xy trasladadas
a alcohol al 96% #2 de igualmente por 1 hora

F. Finalmente las muestras fueron lavadas y trasladadas a Aceite de Cedros
e Se dejaron en aceite de cedros de 3 a 5 dias hasta observar que las

muestran se transparenten.

INCLUSION EN PARAFINA

e Lainclusion en parafina se realizé de la siguiente manera:

A. Se eliminé el aceite de cedros y se sumergieron en aceite de cedros con
cloroformo concentracién 1:1 por 30 minutos

B. Concluido el tiempo se colocd parafina de transicion con punto de fusion de
54°C

C. Se dej6 en estufa L-C OVEN por 30 minutos.
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D.

Después de este tiempo se retiré la parafina de transiciéon y Se coloca

parafina #1.

E. Se dejo en estufa por 2 horas

L.

Transcurrido el tiempo se retird parafina # 1 y se coloco parafina #2, Se dejo

en estufa por 2 horas

. En seguida se retird la parafina #2 y se coloco parafina #3 (Paraplast).

Se dejo por 1 hora.

Pasado este tiempo fue vertido el contenido en moldes para conformar los

cubos de parafina

e Dichos cubos deberan estar previamente seleccionados y etiquetados
para identificar las muestras.

Las muestras fueron cortadas exactamente en la parte central del andamio

con el fin de tener un par de la misma zona de interés

e Las porciones seccionadas fueron orientadas de tal forma para poder
realizar directamente los cortes sobre el andamio

e El tejido fue colocado para que la porcion de interés este directamente
con el microtomo.

Se orientaron las muestras hacia la zona de interés y se dejaron reposar a

temperatura ambiente por 24hrs a 4°C

Posteriormente se procedié a realizar los cortes en microtomo.

CORTE DE LAS MUESTRAS

Con el fin de facilitar los cortes se le coloco “Ruiter”

Los cortes fueron realizados por medio de hojas para microtomo con un
grosor de 5 micras.

Una vez realizados los cortes se tomaron con extremo cuidado con el fin de
no danar la muestra.

Se colocaron en portaobjetos

Se colocaron en una plancha de extensién a 50° C con el fin de la que la

muestra se expanda.
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F. Las muestras en cubreobjetos se llevaron al horno con el fin de derretir la
parafina restante.

G. Las muestras se llevaron a Xylol para eliminar la parafina.

14.1  TINCION HEMATOXILINA Y EOSINA (H&E)
Para realizar esta tincion fue necesario hidratar las muestras por medio de tren de

hidratacion.

A. Las muestras fueron sumergidas en Xylol #1 por 10 minutos
B. Después se retir6 el Xylol #1 y fueron sumergidas en Xylol #2 durante 10 minutos
C. Posteriormente se retird el Xylol #2 y fueron pasadas a alcohol absoluto #1 por
5 minutos. Concluido el tiempo, las muestras fueron hidratadas en tren de
alcoholes.
a. Alcohol absoluto #2 por 5 minutos.
b. Alcohol 96% #1 por 5 minutos.
c. Alcohol 96% #2 por 5 minutos.
d. Alcohol 70% por 5 minutos.
D. Se lavaron en agua corriente por 7 minutos.
E. Las muestras fueron colocadas en Hematoxilina de 3 a 5 minutos.
F. Transcurrido el tiempo, las muestras fueron lavadas 3 veces en agua corriente
hasta observar que el colorante se vaya perdiendo.
G. Fueron sumergirlas en alcohol acido rapidamente.
H. Inmediatamente fueron lavadas con agua
I. Luego sumergidas en agua amoniacal y lavadas rapidamente con agua
corriente.
J. Las muestras fueron sumergidas en Eosina por 5 minutos.
K. Pasados el tiempo, se colocaron en el tren de deshidratacién ya antes
mencionado (5 minutos por alcohol).
L. Se termind colocado Xylol por 20 minutos
M. Los Portaobjetos fueron retirados y se les colocdé una gota de “Entelan” y

colocandoles cubreobijetos.
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N. Por ultimo las muestras fueron revisadas en microscopio 6ptico.

O. Se llevaron a microscopio éptico para observar lo siguientes aspectos celulares:
Hematoxilina (azul). Regiones acidas del citoplasma.

Eosina (rosa). Regiones basicas del citoplasma y fibras colageno.

——

74

—'



L

Y —
CONSTRUCTO TISULAR PARA LA REGENERACION DE DEFECTOS DE HUESOS LARGOS EN CONEJOS NUEVA ZELANDA D D
[=] I [=

T

10.RESULTADOS
10.1 TECNICA DE ASPIRADO MEDULAR
Antes de realizar las intervenciones quirurgicas, se efectud la valoracién clinica de

los conejos los cuales gozaban de buena salud. El acto quirdrgico no presenté

problema alguno, ya que la dosis de anestesia fue la correcta, como se observa en

la tabla 1.
Conegjo Peso Dosis Miembro MI de médula
anestésica intervenido dsea
1 2600 kg 1.3 ml miembro inferior aml
derecho
2 2400 kg 1.2 ml miembro inferior aml
iIZquierdo

Tabla 1. Representacion de los datos de la poblacion de conejos.

Ademas, no existieron problemas o complicaciones postoperatorias. Se realizaron
revisiones periddicas para valorar el progreso postquirargico. La técnica de
obtencién de médula 6sea se llevd a cabo en ambiente de esterilidad tanto de
instrumental, equipo como personal capacitado. El procedimiento de obtencion de
médula 6sea por medio de aguja tipo Ossgood insertada en la epifisis distal femoral
fue eficiente, efectiva y aplicada en los 2 conejos ya que se logré obtener 5 ml de
meédula por conejo sin presencia de patdégenos o contaminacién como se muestra
en la figura 2. No se presentaron problemas de caracter infeccioso ya que la dosis
administrada de antibiético (benzetacil 1, 200,000u) fue la correcta como se muestra

en la figura 1.
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Figura 1.

A la observacion clinica postoperatoria, los conejos consiguieron la funcién normal
de su extremidad intervenida o cese de la claudicacion, después de las primeras 3

horas.

Figura 2.

La médula fue recolectada en los tubos Vacutainer de tapa lila, su contenido de
EDTA favorecié la preservacion y el traslado de la médula y de todos sus
componentes al laboratorio académico de ingenieria Tisular y Medicina
Traslacional. Durante ese traslado no se presentd algun problema de coagulacion
de la muestra, debido a que se mantuvo en los tubos de transporte y en constante

movimiento como se muestra en la figura 3.

——

76

—'



L

Y —
CONSTRUCTO TISULAR PARA LA REGENERACION DE DEFECTOS DE HUESOS LARGOS EN CONEJOS NUEVA ZELANDA D D
[=] I [=

T

Figura 3.

10.2 AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS MADRE DE MEDULA OSEA
La técnica de aislamiento por medio de centrifugacién por gradientes de densidad y

sin ningun tratamiento permitid la separacion o aislamiento de células
mononucleadas por medio de la formacién de capas visibles y un anillo celular en
la porcion intermedia o también conocida como interfase, el cual fue recolectado, y
posteriormente aislados de los demas componentes y elementos sanguineos. La
técnica de aislamiento primeramente permitié recuperar el anillo celular compuesto

por células mononucleadas y su posterior cultivo como se muestra en la figura 4.

Figura 4. Separacion por medio de la técnica de centrifugacion de gradientes donde Se aprecia la interfase o anillo

celular localizado en medio del PBS y formula sanguinea.
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El cultivo celular fue realizado de acuerdo al protocolo y después de esto, las células
fueron observadas diariamente bajo microscopia Optica invertida y camara
fotografica digital con el fin de dar seguimiento, evaluacion a la morfologia y estado

de confluencia como se muestra en la figura 5.

Figura 5. Cultivo de células madre mesenquimales de médula dsea.

Las células madre mesenquimal es aisladas de meédula 6sea mostraron un
crecimiento optimo en un cultivo primario bajo las condiciones descritas
previamente. La técnica de cultivo empleada permitié que en un plazo de 14 dias,
las células llegaran a un estado confluente del 60 al 80% con formaciones de
colonias al séptimo dia. Como caracteristicas principales, las células presentaron
adherencia al plastico, morfologia fibroblastoide y alargada, con prolongaciones y
nucleos excéntricos. Se realizaron las evaluaciones a 3, 7 y 14, donde al tercer dia
se comienzan a observar grupos de células aisladas sobre la superficie del plastico
de la caja de cultivo, para el dia 7 se observé una monocapa de células adherentes

y para el dia 14 Se logro llegar un estado de confluencia celular de 60%. Los pasajes
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celulares permitieron expandir los cultivos celulares hasta un tercer pasaje celular
el cual posteriormente fue purificado para obtener poblaciones homogéneas como

se muestra en la figura 6.

Dia 3 Dia7 Dia 14
Figura 6. Imagenes obtenidas por medio de microscopia éptica de campo claro y fotografia

digital, donde se puede observar el crecimiento poblacional de células madre mesénquimas

heterogéneas. Aumento 4x

10.3 PURIFICACION DE CULTIVOS CELULARES.
Este estudio logro el aislamiento de células madre mesenquimal es por medio de

inmunomagnetismo (MACS) con el anticuerpo CD44.

Figura 7

La técnica de purificacién por medio de Inmunomagnetismo (MACS) indicé que el
marcador CD44, es un marcador positivo para células mesenquimal es, ya que
estas fueron Separadas del resto. Los magnetos o imanes lograron retener las
células marcadas con los anticuerpos por medio de las perlas magnéticas que

contienen como se muestra en la figura 7.
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Las células positivas a este anticuerpo fueron Separadas del resto, reteniéndose en
los imanes de la columna quedando unicamente células homologas como se

muestra en la figura 8.

Figura 8.

De igual manera Se realizaron las evaluaciones a 3, 7 y 14 dias con células ya
purificadas, las cuales presentaron confluencia celular del 60 al 80 % para el dia

14. Las células mostraron las caracteristicas descritas anteriormente (Figura 4).

Dia 3 Dia7 Dia 14
Figura 9. Imagenes obtenidas por medio de microscopia 6ptica de campo claro donde Se puede observar el

crecimiento poblacional de células madre mesénquimas purificadas. Aumento 4x.
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10.4 PRUEBA DE VIABILIDAD CELULAR
La viabilidad celular fue analizado mediante microscopia de fluorescencia por medio

del ensayo LIVE/DEAD, la cual fue avaluada a 3, 7 y 14 dias. La prueba determino
la viabilidad celular por el grado de fluorescencia que emitian las células por medio
de 2 colores (verdes=células vivas, rojo=células muertas) como se muestra en la

figura 10.

La Calceina AM tiind de color verde las membranas celulares viables por medio de

la actividad Esterasa Intracelular.

El Homodimero de Etidio tifié los nucleos celulares rojos de aquellas células que
presentaban algun dafio en la membrana ya que la prueba mide la integridad de la

membrana celular.

Se puede apreciar las poblaciones celulares viables las cuales fueron Sembradas
en caja de 6 pozos para la realizacién del ensayo, en dichos pozos Se realizé un
conteo de manera arbitraria o de tal manera que esos datos expresados en la
fluorescencia fuesen cuantificables, ya que la técnica LIVE/DEAD es una técnica

visual. Los datos anteriormente mencionados se expresaron en la grafica 1.

Figura 10. Ensayo de viabilidad celular Live/Dead donde se aprecian células vivas (verde), células muertas (rojo)
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Live/Dead
140 136
120
g 100 85
=3
2 80
(8]
% 60 35 36
g 10 14 13
20
0
DIA 3 DIA7 DIA 14
Dias

Células Vivas B Células Muertas

Grafica 1. Grafica de barras donde se muestra en nimero de células viables y muertas por medio de la prueba de
viabilidad Live/Dead.

10.5 ENSAYO MTT
La sal de tetrazolium fue disuelta a cristales de formazan de color purpura por medio

de la actividad mitocondrial y asi medir la tasa de proliferacién por las células
metabdlicamente activas. La prueba Se realizdé por duplicado, las absorbancias
fueron leidas en lector de placas. La tasa de proliferacion Se expresé por medio de

una curva de crecimiento.

La curva de crecimiento mostro la tasa de proliferaciéon que hubo entre los diferentes
dias, de los cuales del dia 3 al dia 7 la proliferacién celular no tuvo un incremento
tan representativo a diferencia del dia 7 al 14 donde se muestra el mayor

crecimiento proliferativo como se aprecia en la grafica 2.
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Proliferacion MTT

0.1 0.096 0.097
0.09

0.08 0.068 0.073
0.07 :

0.06
0.05
0.04
0.03
0.02
0.01

Grado de Absorbancia (nm)

DIA3 DiA 7 DIA 14 DiA 21

Gréfica 2. Grafica de barras donde Se muestra la proliferacion celular por medio de lareduccién del MTT

10.6 ENSAYO ALAMARBLUE
Al igual que el MTT la actividad metabdlica celular fue medida por medio de la

reduccion del AlamarBlue a los 3, 7, 14 y 21 dias de igual forma las células
previamente fueron Sembradas en cajas de 96 pozos. El nivel de absorbancia fue
medido por medio de espectrofotometria usando un lector de placas estandar a 570

nm. Los datos fueron procesados en tabla de Excel.

La curva de crecimiento indicé que el numero de células metabdlicamente activas
esta correlacionado con la magnitud de reduccion del tinte y se expresa como el

porcentaje de tasa de reduccion de AlamarBlue.

La grafica demuestra la actividad proliferativa celular de la cual del dia 7 al 14 fue
significativamente mayor a diferencia de los demas y que en el dia 21 alcanzé mayor
grado de absorbancia y en consecuencia la mayor tasa de proliferacién como se

muestra en la gréfica 3.
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Proliferacion AlamarBlue
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Gréfica 3. Grafica que muestra la proliferacién celular por medio de la reduccién del MTT

10.7 ENSAYO CFU (Colony-Forming Units)
La eficiencia de la formacién de colonias fue evaluada por medio de la técnica de

tincion Azul de Toluidina, donde las colonias fueron tefiidas con colorante azul. En
esta prueba el azul de toluidina posee una afinidad por los acidos nucleicos, por lo
tanto Se une a los componentes nucleares de los tejidos con un alto contenido de
DNA y RNA vy asi tefir a aquellas células que se encuentre en fase proliferativa
(figura 11).
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Figura 11. Prueba CFU por medio de la tincién Azul de Toluidina

Este ensayo fue contabilizado por colonias, cada colonia compuesta por 50 células,
Sembradas previamente en caja de 6 pocillos. Las evaluaciones se realizaron a 2

tiempos los cuales fueron 7 y 14 dias (figura 12).

Se puede apreciar las formaciones de colonias y la discrepancia que hay entre 7 y
14 dias, del dia 7 al 14 fueron contabilizadas 12 colonias a diferencia del dia 14 en
el cual se observaron 53 colonias con una discrepancia de 41 colonias,

demostrando que el crecimiento fue significativo como se observa en la grafica 4.

Figura 12. Ensayo CFU realizado alos tiempos correspondientes

85

——
| —



L

Y —
CONSTRUCTO TISULAR PARA LA REGENERACION DE DEFECTOS DE HUESOS LARGOS EN CONEJOS NUEVA ZELANDA U D
[=] I [=

T -

Unidades Formadoras de Colonias
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A 53
40
30
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Numero de CFU (CFU>50 celulas)

DIA7 DIA 14

Gréfica 4. Grafica que muestra la eficacia de las unidades formadoras de colonias tefiidas con azul de toluidina

10.8 INMUNOFENOTIPIFICACION
La identificacion o caracterizaciéon del fenotipo de las células madre mesenquimal

es provenientes de médula ésea de conejo fue por medio de anticuerpos. En este
caso con antiCD44 para células mesenquimal es y antiCD34 como marcaje negativo

ensayo realizado en el tercer pasaje celular

Las células fueron incubadas con marcador de membrana CD44, el fluorocromo
empleado fue Alexa Fluor 488 el cual tifidé las membranas celulares de color verde
intenso y finalmente una tincién nuclear para evidenciar la presencia de nucleos
celulares el cual Se realizé por medio del ensayo DAPI. La observacion se realizd

por medio de microscopio de fluorescencia como se observa en la figura 13.
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A) B) C)

Figura 13. Inmunofenotipificacion A) Inmunofluorescencia por medio de DAPI para evidenciar la presencia de células

mesénquimas con marcaje negativo a CD34. B) Inmunofluorescencia por medio de CD44 y Alexa Fluor 488 como
fluorocromo. C) Merge. 10X

A la caracterizacién las células mostraron morfologia en forma de huso, alargada y
apariencia fibroblastoide. Basados en microscopia de fluorescencia, analisis
inmunofluorescente, las células mesenquimales de conejo mostraron positividad por
el marcador de membrana CD44 similares a las humanas y negativas a CD34. La
membrana celular emitié fluorescencia de color verde, el control se realizé por medio
del anticuerpo CD34 el cual es un marcador especifico para células madre de linaje
hematopoyético y por consecuente las células no emitieron fluorescencia (figura
14).
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Figura 13. Inmunofenotipificacion A) Células madre mesenquimal es inmunoidentificadas por medio del marcador
especifico de membrana CD44 y Fluorocromo Alexa Fluor 488 emitiendo fluorescencia de color verde. B) Células
madre mesenquimal es inmunoidentificadas por medio del marcador nuclear DAPI emitiendo fluorescencia de color
azul. C) Merge. D) Células madre mesenquimal es inmunoidentificadas por medio del marcador especifico de
membrana CD34 y Fluorocromo Alexa Fluor 488 sin presencia de fluorescencia. E) Células madre mesenquimal es
inmunoidentificadas por medio del marcador nuclear DAPI emitiendo fluorescencia de color azul. F) Merge. 10x.

10.9 PRUEBAS VIABILIDAD, PROLIFERACION Y ADHESION CELULAR EN

ANDAMIOS
Las pruebas de proliferacion celular en andamios demostraron la actividad

metabdlica ejercida por las células en el biomaterial, y el grado de toxicidad que

ejerce el material sobre las células.

Los ensayo MTT y AB para proliferacion celular, demostraron la tasa de proliferacion
que ejercen las células sobre el andamio, no obstante en la prueba de MTT en
comparacion con la prueba AB, la tasa de proliferacion del dia 14 al 21 disminuyo
de un 0.092 a 0.064 lo que puede indicar una pérdida en la adhesion celular y por
ende muerte celular, en la prueba AB esa perdida en la adhesion celular no fue
detectada, aunque la tasa de proliferacién fue mayor en la prueba mencionada como

se muestra en la grafica 5 y 6.
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El analisis fluorescente determinado por la prueba LIVE/DEAD demostré que las
células son perfectamente capaces de sobrevivir sobre el andamio a base de
Quitosano ya que las células que fluorecieron de color rojo (indica dafo a nivel
membrana) fueron minimas a diferencia de las que fluorescieron de color verde

(indicativo de viabilidad celular) como se muestra en la figura 15.

Andamio MTT
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Gréfica 5. Pruebas de proliferacion celular en andamio (MTT).
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Gréfica 6. Pruebas de proliferacion celular en andamio (AB).
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Figura 15. Pruebas de viabilidad por medio de Kit LIVE/DEAD

La adhesion y morfologia celular en el andamio fue visualizada por medio de
Microscopia Electrénica de Barrido donde se puede apreciar la arquitectura del
andamio y la disposicion que tienen las células sobre este (figura 16). La distribucion
de los poros en los cuales las células Se encuentran alojadas sobre todas las

superficies del andamio fue evaluada.
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Se puede observar la morfologia celular (ahusada o de apariencia fibroblastoide y
nucleos alargados) que adquieren las células adheridas al andamio lo que

demuestra que las células son viables en contacto con el andamio (figura 17).

X2, 800

X5, 000 XZ,580  181m

Figura 16. Estructura de andamio de Quitosano con poli-L-Lisina cumplidos los 15 dias por medio de Microscopia

electrénica de Barrido

Figura 17. Microscopia Electronica de Barrido A) Anadamio de Quitosano con lisina con células mesenquimales
Sembradas a las primeras 48 horas B) Membrana de colageno (CollaCote) con células mesenquimales sembradas a
las primeras 48 horas C) Andamio de Quitosano/Lisina con células mesenquimales evaluado a los 7 dias D)
Membrana de colageno (CollaCote) con células mesenquimales sembradas a Membrana de colageno (CollaCote)
con células mesenquimal es evaluada a los 7 dias. E,F) Anadmio de Quitosano/Lisina sin células.
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10.10 ACTO QUIRURGICO
La incision realiza permitié la perfecta visibilidad del campo operatorio, asi como la

visualizacion de los tejidos adyacentes, circundantes, la exposicion del hueso a
intervenir y su respectiva medicién. La fresa quirdrgica 702 facilito y agilizo el corte
del tejido 6seo. El andamio previamente acondicionado tanto en tamafo como
dimension fue perfectamente acoplado en los extremos proximal y distal. La
membrana de colagena que recubrio el nadamio permitio proteger el andamio de la
invaginacion de fibroblastos a la zona intervenida, de igual manera auxilio
proporcionando estabilidad al andamio en la zona intervenida. Los biomeodelos
recuperaron la funcién de la extremidad pasados los 3 a 5 dias postquirurgico, no
Se presenta r on complicaciones postoperatorias ya que la dosis de antibiotico fue
la indicada, de igual forma la dosis analgésica fue la recomendada y administrada

por la Médico Veterinaria (figura 18).

Figura 18.

10.11 ANALISIS RADIOGRAFICO Y TOMOGRAFICO.
El estudio radiografico fue realizado inmediatamente acaba la intervencion

quirurgica y posteriormente al mes cumplido, el andamio a base de Quitosano con
poli-L-Lisina fue adaptado tanto en tamano como en diametro al defecto 6seo vy

recubierto con una membrana de colageno para evitar la invaginacion de
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fibroblastos al sito de lesién En la radiografia al primer mes pasada la intervencion,
Se puede apreciar la formacion de un callo delgado que une o fusiona los extremos
proximal y distal el cual se puede hacer referencia como un puente éseo delgado,
de igual manera se formd una capa muy delgada que circunda el tejido 6seo , el

cual podemos llamar tejido peridstico (figura 19).

Figura 19. Estudio Radiografico Conejo #2 que muestra el avance de la formacién de callo 6seo. A) radiografia
Preoperatoria. B) Radiografia inmediatamente después de la intervencion. C) Radiografia 1 mes
En la tomografia computarizada a 1 mes, se evalu6é la neoformacion Osea
inmediatamente después del deceso de los 2 animales, los cuales se aprecian
desde diferentes angulos y vistas en el area de la formacion del callo éseo o
también llamado puente 6seo el cual se encuentra fusionando las porciones

mencionadas anteriormente (figura 20 y 21).
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Figura 20. Tomografias Computarizada (Cone Beam) Conejo #2 que muestra el avance de la formacién de callo

6seo 1mes

Figura 21. Tomografia Computarizada (Cone Beam) Conejo #2 muestra el avance de la formacién de callo éseo

1lmes
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10.12 ANALISIS HISTOLOGICO.
El analisis histologico del grupo control mostré el tejido esponjoso con células

hematopoyéticas y tejido graso, se aprecia hueso trabecular con su respectivo canal
medular. En el hueso trabecular se observan lagunas 6seas donde yacen los
osteocitos tanto jovenes como maduros, mientras mas cercanos al tejido medular
mas joven son los osteocitos. El osteocito se encuentra recubierto por su matriz
O0sea u osteoide. Hay presencia de osteonas o sistema de Havers los cuales
poseen en su interior un paquete vascular; el canal medular posee células grasas y
se encuentra distribuidas a través de toda la médula con los elementos
hematopoyéticos. En la figura A se puede apreciar un panorama general del tejido
0seo Y su respectivo canal medular; figura B se aprecia en el canal medular con las
células tanto hematopoyéticas como células grasas. Esta condicion es favorable en
tejido medular joven ya que hay menor presencia de grasa. En lafigura C se aprecia
la trabécula 6sea con todos sus componentes celulares descritos anteriormente y
en la figura D se observa la combinacion de ambas estructuras (figura 22). En la
figura E se describen los componentes celulares de la trabécula ésea, y finalmente
en la figura F se muestra el tejido medular con células adiposas y hematopoyéticas
(figura 23 y 24).

Figura 22. Histologia H&E grupo control
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(LOJ) Lagunas dseas que
contienen osteocitos
jovenes.

(SH) Osteona o sistema de
Havers

(LSO) Lagunas Oseas que
no contienen osteocitos.

Figura 23. Trabécula 6sea con sus componentes celulares.

-+ Tejido graso

—» Hematopoyético

Figura 24. Muestra los componentes del tejido medular

En tanto que el analisis histoldgico de los grupos experimentales por medio de la
tincion con Hematoxilina & Eosina en el area del defecto demostré la formacién de
puente 6seo, delgado, conformado por tejido inmaduro, desorganizado, y con la
presencia de vasos sanguineos, osteoblastos jovenes, por lo que inicia la secrecion
de su matriz 6sea y la formacion de lagunas 6sea. El corte realizado en el area del
defecto 6seo demuestra a las fibras colagenas tefiidas de color rosa por las regiones

basicas de la eosina como se muestra en la figura 25 y 26.
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Figura 25. (A, B, D, E) Las flechas blancas delgadas muestra la estructura del tejido 6seo desorganizado,
osteoblastos jovenes, C) Se muestra los osteoblastos jovenes a lo largo del tejido 6seo maduro F) La flecha gruesa
color negraindicala presencia de infiltrado celular inflamatorio que rodeo al tejido 6seo inmaduro sefialado por
una flecha color blanca.

Figura 26 (A, C) Lo que se encuentra dentro del contorno amarillo demuestra la porcién que no alcanzé a
degradarse del andamio a base de Quitosano. B) La imagen muestra el infiltrado celular inflamatorio que rodea al
tejido 6seo inmaduro. D) Tejido 6seo inmaduro y desorganizado. E, F) la flecha negra muestra la formacion de
vasos y componentes sanguineos.
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11.DISCUSION

Existen numerosas técnicas de obtencion de células madre mesenquimales
provenientes de médula 6sea. Asi como diferencias entre los sitios anatomicos entre
las diferentes especies, humanos y animales. El presente estudio demostro que la
técnica de obtencién de medula 6sea por medio de aguja tipo Ossgood en la epifisis
distal Femoral resulto efectiva ya que se pudieron obtener 5 ml de médula ésea, sin
presencia de complicaciones postoperatorias la presencia de células madre
mesenquimales en la porcion distal de la epifisis femoral, las cuales presentaron
adherencia al plastico, como de igual forma fue demostrado por Pifiero Ec¢a et al.,
2009) donde concluyeron que la obtencion de células monucleadas de médula 6sea
de conejo Nueva Zelanda proveniente de la epifisis femoral fue satisfactoriamente
mayor que las provenientes de cresta lliaca, demostraron que el numero de células
mononucleares obtenidas fue mayor que las de cresta iliaca (12.10° = 3,6.10°) ya
que solo se pudieron obtener 1 ml en comparacion con la epifisis femoral de cual
lograron obtener 3 ml por conejo, a diferencia de lo reportado por Narbona-Carceles,
Vaquero, B S, Forriol, & Fernandez-Santos, 2014) donde demostraron que la cresta
iliaca es la mejor region anatomica de obtencion de médula 6sea en humano; al
compararlo con la metéfisis distal de hueso femoral y la tibia en su porcidon proximal,
sus resultados revelaron que de cresta iliaca obtuvieron aproximadamente 6
millones de células mononucleadas a diferencia de la tibia y fémur donde el numero
de células mononucleadas fue significativamente menor. La prueba de viabilidad
por medio de azul Trypan revel6 el porcentaje de viabilidad, la cual fue mayor en las
células de cresta iliaca el cual fue de 90.95%, de fémur fue 81.18% y para tibia de
83.63%. Demostrando asi que la cresta iliaca es una buena fuente para la obtencion
de células mesenquimales en humanos. Al igual que muchos investigadores, han
considerado al fémur como una fuente de células madre mesenquimales. Nuestros
resultados obtenidos indicaron que la técnica de obtencion del anillo celular
compuesto por células mononucleadas mediante centrifugacién de gradientes sin
ningun tratamiento demostré ser una técnica efectiva ya que fue posible su
separacion del resto de los componentes sanguineos para su posterior cultivo. Un

numero considerable de autores de articulos cientificos han demostrado que la
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técnica de aislamiento de células sin ningun tratamiento es una técnica efectiva para
aislar células mesenquimales de médula 6sea, ya que las células crecen de manera
estable in vitro, poseen una rapida tasa de proliferacion y poca probabilidad de
contaminacion, en comparacion con las diferentes técnicas de aislamiento (Al-
Qaisy, 2014; El Backly et al., 2015; He, Jin, & Ma, 2012; Hideki, 2013; Nadri,
Soleimani, Hosseni, Massumi, & Atashi, 2007; Shafiee et al., 2011; Weidong Zhang
et al., 2014). Zhang et al en el 2014 explican que cuando las células se encuentran
en combinacion con abundantes eritrocitos y plaquetas, estas liberan factores de
crecimiento los cuales promueven tanto un microambiente parecido al original como
el crecimiento de colonias. Sin embargo, Heidiki en el 2013 concluye que, no
obstante, que la técnica de aislamiento de células madre mesenquimales sin
tratamiento es la mejor técnica, es importante estudiar y conocer a detalle las
diferentes técnicas existentes. EI mismo autor menciona que si el propésito es la
ingenieria de tejidos 0seos, la técnica de aislamiento por Hemdlisis es mejor, debido
a que las células madre de médula 6sea poseen un mayor contenido de células
osteogénicamente comprometidas, y por otro lado, las células madre obtenidas por
técnicas de centrifugacion de gradientes son mejores para los tratamiento de
enfermedades no Oseas, ya que esta técnica ofrece mayor numero de células no

comprometidas.

Nadri et al., 2007; Shafiee et al., 2011) manifestaron que el fémur representa una
opcion valida para la obtencion de médula dsea, no obstante que su técnica de
obtencién fue diferente a la empleada en el presente estudio, el aislamiento de
células madre mesenquimales sin ningun tratamiento, resulté una técnica efectiva
ya que en el plazo de 7 dias lograron la observacion de colonias clonogénicas por
medio de la tincion cristal violeta y la caracterizacion de las células por medio de

diversos anticuerpos por citometria de flujo.

En nuestra investigacion reportamos la obtencion de colonias clonogénicas a partir
del séptimo dia, en la cual contabilizamos 12 colonias y para el dia 14
contabilizamos 53 colonias al igual que lo demostraron H.-S. Lee et al., 2003), en

su estudio reportaron que obtuvieron médula ésea de fémur y observaron colonias
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a partir del séptimo dia hasta las 2 semanas, en donde se observaron 20 colonias.
Por medio de citometria de flujo y anticuerpos especificos se caracterizaron las

células mesenquimales obtenidas.

En lo que respecta a la técnica de viabilidad por medio de LIVE/DEAD, en este
estudio se demostro la viabilidad que poseen las células madre mesenquimales de
meédula 6sea de conejo por medio de la actividad esterasa intracelular evaluada a
3,7, 14 y 21 dias. La técnica de viabilidad por medio de LIVE/DEAD demostré que
es una técnica efectiva con y sin andamio, ya que logré evaluar la morfologia celular,
y la viabilidad de las mismas por medio de fluorescencia. Porter, Henson, & Popat,
2009) demostraron por medio de esta misma prueba la viabilidad, adhesion y la
morfologia de células madre mesenquimales a 1, 4 y 7 dias, recolectada de ratas
Wistar, y sembradas sobre diferentes andamios, las cuales demostraron que las
células adheridas a los andamios de Policaprolactona expresan mayores niveles
de viabilidad, a diferencia del poliestireno en el dia 4. De igual manera Rampichova
et al., 2013) y colaboradores por medio de la prueba de viabilidad LIVE/DEAD,
evaluaron la viabilidad celular sobre andamios 2D y 3D a base de policaprolactona
(PCL) a 1, 4 y 7 dias, donde al séptimo dia, las células madre mesenquimales
sembradas en andamios 3D exhibieron un fuerte grado de fluorescencia a

diferencia de las sembradas sobre el andamio 2D.

En este estudio, la actividad metabdlica mitocondrial fue medida por medio de la
prueba MTT y AB de igual forma, con y sin andamio, donde se demostro la actividad
proliferativa que poseen las células madre mesenquimales de médula 6sea de
conejo por medio de la reduccion de dichas sales a través de las mitocondrias. A
partir del tercer pasaje celular, las células fueron evaluadas a 3, 7, 14 dias, en el
que se demostraron un grado nulo de citotoxicidad en el andamio a base de
Quitosano. En este sentido, los resultados de esta técnica corrobora lo que Wang y
colaboradores por medio del ensayo MTT demostraron la tasa de proliferacion de
dos constructos tisulares a base de nano-hidroxiapatita/poliamida (n-HA/PA) y
células madre mesenquimales de médula désea en diferentes periodos de

incubacion, en el que demuestran que en el dia 7 de cultivo celular, el numero de
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células se incrementaron junto con los tiempos de cultivo y reportan que no hubo
diferencias significativas en el numero de células entre los dos grupos. En el dia 4,
en ambos grupos, el numero de células se incrementé de manera considerable y
posteriormente la velocidad de proliferacion fue disminuyendo gradualmente (H.
Wang et al., 2007). Lo demostrado anteriormente se puede comparar con los
resultados obtenidos en este estudio donde por medio de las pruebas antes
mencionadas la curva de crecimiento mostré la tasa de proliferacion que hubo entre
los diferentes dias, de los cuales del dia 7 al 14 se mostré el mayor crecimiento
proliferativo. Sobre los andamio de quitosano la mayor tasa metabdlica tanto en la

prueba MTT y AB se presento del dia 7 al 14.

Las imagenes obtenidas en el microscopio electronico de barrido demostraron la
ubicacién espacial que poseen las células dentro del andamio de quitosano pasadas
48 horas y 7 dias, donde se puede apreciar su morfologia ahusada, matriz
extracelular y adherencia sobre la superficie del mismo. Este hallazgo se corrobora
con lo obtenido en el estudio de Wenchen y colaboradores, en donde se observaron
por medio de microscopia electronica de barrido, células madre mesenquimales
sembradas pasados 2 dias sobre la superficie de los andamios a base de fibras de
Quitosano en el cual se puede evaluar la morfologia descrita anteriormente (Ji,
Zhang, Hu, & Zhang, 2013). Ademas, los resultados de este estudio son
equiparados con los resultados de Milagres y colaboradores, pues visualizaron por
medio de SEM células mononucleadas adherentes de médula ésea de rata sobre
membranas de colageno, en la cuales se puede apreciar su adherencia y la
morfologia ahusada (Milagres et al., 2009). De igual forma, varias investigaciones
han identificado, como en esta investigacion a las células madre mesenquimales
sobre la superficie de andamios a base de Quitosano, en la cual describen la
adherencia que posee, morfologia, ubicacion y tamafio aproximado (G. Wang et al.,
2011; Weir & Xu, 2010; Yang et al., 2014)

La técnica de Inmunofenotipificacion con el marcador de membrana especifico CD
44 aplicada en este estudio demostré que es el marcador positivo por excelencia

para células madre mesenquimales de médula 6sea y corresponde a uno de los
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pocos marcadores que se expresa tanto en conejos como en humanos. El resultado
de este estudio con respecto al marcador de membrana referido se relaciéna
positivamente con el estudio de Lee y colaboradores en el que demostraron que el
mencionado anticuerpo posee un grado de reactividad del 99.21£0.47 en humanos
al igual que el CD59 que posee un 99.94+0.04 de reactividad, CD105 posee
99.28+0.34, siendo estos los anticuerpos que presentan mayor positividad para
células madre mesenquimales esto al compararlo con 25 marcadores de
membrana, el anticuerpo CD44 representa una de la amplia gama de anticuerpos
positivos para células madre mesenquimales (T. C. Lee et al., 2014). Hay otro
estudio en el que Arpornmaeklong, Brown, Wang, & Krebsbach, en el 2009, a través
de citometria de flujo (FACS) y de distintos anticuerpos, (CD29, CD44, CD49a,
CD49e, CD73, CD90, CD105, CD166 y STRO-1), fueron aplicados en células madre
mesenquimales, demostrando su positividad; a diferencia del CD34 y CD45 que
observaron negatividad para células mesenquimales y positivos para células
hematopoyéticas (Arpornmaeklong, Brown, Wang, & Krebsbach, 2009). De igual
forma en otro estudio realizado por Boxall y Jones en el 2012, caracterizaron células
madre mesenquimales de médula 6sea en diversas especies animales, y en el que
concluyen que el anticuerpo CD44, esta involucrado en numerosas funciones, como
es la interaccion de la matriz extracelular, la adhesién, la formacion de matriz, la
resistencia apoptosica y el homing. Ademas, se demostré que es positivo para
humano, ratén, rata, conejo, perro, cerdo, oveja, vaca y un porcentaje menor en el
caballo. Estos autores también demostraron que el CD44 es positivo a los linajes
linfoide, mieloide, endotelial, eritroide y asi como a las células madre
hematopoyéticas (Lewinsohn, Nagler, Ginzton, Greenberg, & Butcher, 1990). En el
presente estudio, los resultados demostraron que el anticuerpo CD44 fue positivo
para las células madre mesenquimal es de un tercer pasaje aisladas de médula
Osea purificadas, como se demuestra en la literatura cientifica antes mencionada,
asi como la ausencia de fluorescencia al anticuerpo CD34, lo que demuestra que

este anticuerpo es negativo para células madre mesenquimales.

El andamio favorecio la formacién de nuevos vasos sanguineos, lo que dara origen

a la formacion del tejido medular, como ocurrié en el estudio de (Jang, Franco,
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Sarkar, & Lee, 2014). En el presente estudio se realiz6 la evaluacion de defectos
0seos por medio de constructo tisular a base de células madre mesenquimales en
conjunto con andamio a base de Quitosano/Poli-L-Lisina donde demostramos la
capacidad que posee este materia para guiar la regeneracion de tejido 6seo, la nula
toxicidad y la rapida degradabilidad como lo han observado un amplio numero de
investigadores (Ajalloueian, 2015; Amaral et al., 2005; C. Chen, Dong, & Cheung,
2005; Guzman et al., 2014; Hu et al., 2004; Levengood & Zhang, 2014; Suzana
C.C.C. Miranda et al., 2011; Seol et al., 2004; Yang et al., 2014; Yu et al., 2007;
Zheng et al., 2008).

El estudio radiografico y tomografico demostraron el proceso de fusion que hubo de
los segmentos 0seos o “sinostosis”. Se observo la formacion de un puente 6seo
delgado después de un mes, uniendo los dos extremos, demostrando asi la
capacidad que posee el andamio a base de quitosano para favorecer como primera
intenciodn la adhesion celular, la secrecidon de su matriz extracelular, la diferenciacion
de células madre mesenquimales hacia linaje 6seo, y de igual forma la habilidad de
degradarse originar al nuevo tejido, asi como la baja toxicidad que presenta al
implantarse in vivo. Estos resultados se comparan con los obtenidos en el estudio
de Levengood y Zhang que demostraron la capacidad osteogénica que posee el
material a base de Quitosano, su nula toxicidad, la versatilidad que posee para
elaborarlo en diversas estructuras, la capacidad que posee para generar vasos
sanguineos, empleado en biomodelos. Este ensayo se observé por medio de
analisis radiografico, microtomografico y analisis histologico en los cuales describen
la neoformacion ésea en forma de puente uniendo los segmentos proximales, y
donde el tejido éseo desmineralizado se tifie de color rosa y el osteocito se tifie de
color azul a través de la matriz 6sea (Levengood & Zhang, 2014). Por otra parte los
hallazgos radiograficos de este estudio se equiparan con los encontrados en la
investigaciéon desarrollada por ElI Backly y colaboradores en el 2015 que
demostraron la regeneracion ésea llevada a cabo en conejos donde realizaron un
defecto de tamafo critico cubital, por medio de radiografias, estudio micro-
tomografico e histolégico, en los que demostraron la fusién de los segmentos
proximal y distal, a través de andamios cilindricos de nanohidroxiapatita y poliéster
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uretano en combinacion con células madre mesenquimales de médula dOsea.
Ademas sefalaron, que es importante recubrir el constructo tisular por medio de
una membrana con el fin de crear un espacio, para que las células no osteogénicas
invadan la neoformacion. Esta técnica de recubrimiento puede ser usada con el fin
de favorecer la reparacion endégena 6sea mediada por el periostio (El Backly et al.,
2015). De igual manera, los resultados de este estudio se comparan con los
desarrollados por Fialkov y colaboradores, pues llevaron a cabo un estudio en
conejos Nueva Zelanda donde realizaron un defecto de tamano critico femoral por
medio del empleo de andamio a base de acido poliglicoico y células madre
mesenquimales provenientes de cresta iliaca. También se realizaron estudio
radiograficos, Tomograficos e histolégico, en los cuales concluyeron que la
combinacion de andamio a base de acido poliglicoico, con células madre
mesenquimales es una estrategia prometedora en el campo de la reconstruccion de

defectos éseos (Fialkov, Holy, Shoichet, & Davies, 2003).

En este estudio, el analisis de los resultados histolégicos por medio de la técnica de
tincion Hematoxilina y Eosina, mostraron la formacion de callo 6seo delgado
uniendo los dos extremos tanto proximal como distal. El analisis histoldgico
demostrd la formacion de un puente 6seo que por medio de anastomosis fusiona
las extremos, el tejido 6seo formado, fue un tejido inmaduro, completamente
desorganizado, el cual fue tefido en su mayoria por la Eosina, por la alta afinidad
que posee hacia el colageno, de igual forma encontramos osteoblastos jovenes en
su mayoria, donde los nucleos son tefidos de azul y el citoplasma de rosaal igual
que el tejido fibroso. Estos resultados son corroborados con los obtenidos en las
investigaciones de (El Backly et al., 2015; Suzana C C C Miranda et al., 2012;
Suzana C.C.C. Miranda et al., 2011; Spicer et al., 2013). Por otra parte en nuestro
estudio se observo la presencia de una capsula fibrosa con un ligero infiltrado celular
localizado en la periferia de la neoformacién ésea, lo que corrobora lo obtenido por
(Guzman et al., 2014). Ademas, la tincion histolégica de este estudio demostro el
proceso de regeneracién Osea, el cual se presenta de la misma manera en la

osificacion endocondral.
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12.CONCLUSIONES

La médula ésea de la porcion distal de la epifisis femoral representa una fuente
prometedora para la obtencion de células madre mesenquimales, ya que estas

células fueron viables y presentaron una tasa metabdlica alta.

La técnica de obtencion de médula ésea por medio de aguja tipo Ossgood y puncion
en epifisis distal femoral, fue eficiente ya que se logro aspirar Sml totales de médula

osea.

La técnica de aislamiento por medio de separacion por densidad de gradientes y sin
ningun tratamiento fue exitosa pues se logré obtener exitosamente el anillo celular
compuesto por células mononucleadas, y asi tener la posibilidad de aislar células

mesenquimales.

Las células madre de medula ésea poseen una capacidad clonogénica, que quedo
demostrada por medio de la tincion Azul de Toluidina, que identifico colonias

clonogénicas in vitro.

Las células madre mesenquimales obtenidas de médula 6sea fueron identificadas

por medio de inmunomarcadores como fue el CD44.

Los marcadores de membrana especificos empleados permitieron la
inmunoidentificacion y aislamiento de células madre mesenquimales, de un

poblacién heterogénea, y asi reducirla a poblaciones homogéneas.

El marcador de membrana CD44 por medio de fluorescencia, constituye un
marcador especifico para células madre mesenquimales a diferencia del marcador
de 34 el cual es un marcador negativo para identificar células madre mesenquimales

en un tercer pasaje.

El andamio a base de Quitosano es un biomaterial que provee estabilidad, soporte,

adhesién y compatibilidad a las células madre mesenquimales.
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El andamio a base de Quitosano es un biomaterial, por lo tanto, eficaz y eficiente
para el empleo en ingenieria de tejido 6seo, ya que posee una rapida degradacion

in vivo,

Es fundamental colocar una barrera fisica que cubra por completo al constructo
tisular, ya que sin ella, las células inflamatorias, fibroblastos y demas, invadirian al
tejido neoformado y no permitiria que las células diferenciadas regeneren

completamente.

En la actualidad existen una diversidad amplia de andamios, que se encargan de
propiciar el proceso de regeneracion ésea, pero no hay estudios que demuestren a
un “material ideal” en la ingenieria de tejidos 6seos, sin embargo este estudio
demostré el potencial que posee el Quitosano como material adecuado en la

ingenieria de tejidos dseos.
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