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Introduccion.

Ingenieria de Tejidos Oseos (ITO).

Los huesos son susceptibles a danos significativos causados por fracturas, tumores,
enfermedades sistémicas, envejecimiento, etc; y aunque el hueso tiene una gran capacidad de
autorreparacion o auto-regeneracién, cuando el dafo es demasiado grande tiene sus
limitaciones, para ello, se ha creado la Ingenieria de tejidos éseos (ITO). (Barreto & F, 2009)

La ingenieria de tejido 6seo (ITO) es una ciencia que tiene como objetivo regenerar el hueso
perdido o dafiado (Petre & Leeuwenburgh, 2022) a partir de los 3 componentes de la Ingenieria
de Tejidos (IT): andamio (biomateriales), células y moléculas de senalizacion, que incluye el uso
de células expandidas in vitro para ser sembradas en una matriz tridimensional, llamada
andamio (que es el biomaterial bioactivo) y vias de sefalizacion molecular intracelular y
extracelular que provocan respuestas celulares especificas, con la finalidad de acelerar la
produccién eficiente de un hueso nuevo; para ello es necesario conocer algunos conceptos
basicos de la ITO (Barreto & F, 2009, Majidinia et al., 2018, Martin-Piedra & Martin-Piedra, 2019
y Rather et al., 2019) Figura 1.

Andamios.

ITO.

Senalizaciones. * Celulas troncales
mesenquimales.

Figura 1 Representacion de la triada de la ITO.
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Las caracteristicas esenciales que debe de haber para la regeneracién 6sea son:

Osteogénesis es la sintesis de hueso nuevo, a partir de las mismas células del huésped. Se
inicia por inflamacién, provocando la liberacién de diversas citocinas y factores de crecimiento,
lo que conduce al reclutamiento de células MSC y a la formacién de vasculatura nueva, que da

como resultado la formacién de hueso nuevo funcional.

Osteoinduccion: Es el proceso activo en el que el implante o biomaterial libera moléculas
osteoinductoras (factores de crecimiento exdégenos o citoquinas) que reclutan MSC inducen su
diferenciacién a células osteogénicas que formaran tejido 6seo nuevo. El dano tisular estimula
la reparacién en los tejidos por parte de las células supervivientes y simultaneamente libera

mensajeros o sefiales locales que guian la regeneracion.

Osteoconduccion: Es una propiedad de la matriz que proporciona una estructura fisica ideal
(andamio) para el crecimiento éseo, e implica que las células formadoras de hueso se unan,
crezcan y migren a través de un andamio que permite pasivamente el crecimiento interno de
células, tejidos y la vascularizacion en la zona implantada. En la ITO la osteoconduccion
depende de los biomateriales utilizados para fabricar los andamios y de su interaccién con el

tejido huésped.

Osteointegracion: Es el proceso biolégico en el que el biomaterial o andamio se une e integra
al tejido 6seo; ciertos materiales como el acero inoxidable que no son biocompatibles ni
biodegradables, pero también pueden inducir la osteogénesis mediante su interaccion con tejido

0seo donde son implantados.

Biomateriales, andamios en la ITO.

Los biomateriales son materiales empleados como dispositivos médicos y son denominados
biocompatibles, porque no desencadenan respuestas inflamatorias, son bien tolerados por los
tejidos vivos, pueden degradarse adecuadamente y tienen propiedades biomecanicas y
estructurales adecuadas a los tejidos que sustituiran. Los biomateriales son empleados en
forma de andamios con propiedades especificas para mejorar su éxito a largo plazo (Batista
Cruzado, 2015); para crear una estructura sintética capaz de reemplazar e imitar a la MEC,
acomodar y disponer las células para soportar la formacion de tejido de forma tridimensional
(Melek, 2015 y Roldan Vasco et al., 2016).

15



Segun Su y Wubneh (Su et al.,, 2021 y Wubneh et al., 2018) las propiedades ideales de un
andamio para su uso en la ITO son:
1.- Permeabilidad con adecuada porosidad de la superficie para permitir la transferencia de

fluidos bioldgicos.

2.- Rugosidad adecuada de la superficie para promover la supervivencia, proliferaciéon y

diferenciacion celular para la osteoconductividad.

3.- Biocompatibilidad es la tolerancia de los tejidos al biomaterial con la finalidad de minimizar

los riesgos de toxicidad local y reacciones inmunitarias/inflamatorias no deseadas.

4.- Biodegradabilidad y eliminacion de productos de degradacién por los procesos metabdlicos
fisiolégicos. La tasa de degradacion del andamio debe ser lo mas cercana posible a la tasa de

crecimiento del tejido éseo nuevo para que se produzca una regeneracion real.

5.- Arquitectura interna con un disefo y distribucién de la porosidad para facilitar la
supervivencia y proliferacion de la estructura con células para la induccién/formacion de tejido

nuevo.

6.- El tamano del poro es una caracteristica en el disefio de los andamios que permite un
adecuado desempenio del proceso de regeneracion tisular y de neovascularizacion. En general,
en el tejido 6seo, los tamanos de poro mas pequenos (<75 um) resultan adecuados para la
formacion de tejidos fibrosos, mientras que los tamafios de poro intermedios (75-100 um) son
mas adecuados para la formacién de tejido 6seo no mineralizado, y lo poros mas grandes (>200
Mm) son adecuados en la formacién de tejido éseo completamente mineralizado. La formacion
Osea, requiere un minimo de tamafo de poro de 100 a 150 pm, mientras que para la
vascularizacién debe ser >300 um. En general, se recomienda un rango de tamafos de poro de
50 a 1000 ym para el crecimiento celular y la recuperacién completa, asi como el crecimiento y
conexion de vasos sanguineos y nervios. (Karageorgiou & Kaplan, 2005 y Roldan Vasco et al.,
2016)

6.- Propiedades biomecanicas que coincidan con su aplicacion clinica. Figura 2.

Actualmente, la ITO estd empleando polimeros sintéticos como biomateriales para disefar y
fabricar andamios, que tienen como ventajas que son reabsorbibles y su degradacién puede ser
controlada, ademas de ser accesibles y poco costosos, algunos de los polimeros mas
empleados son: el acido poli-lactico (PLA), policaprolactona (PCL), acido poliglicélico (PGA) y
polihidroxibuterato (PHB) (Peran et al., 2013 y Tajbakhsh & Hajiali, 2017)
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Permeabilidad.

Rugosidad
adecuada.

Biocompatibilidad
Biodegradabilidad.

Arquitectura interna.

Coincidencia.

Figura 2 Representacion de las propiedades ideales de un andamio en la ITO.

PLA enlaITO.

El PLA (acido polilactico) es un poliéster alifatico hidrofébico lineal termoplastico que fue
descubierto en 1932 por Wallace Carothers. En general, el PLA esta clasificado como un
material seguro para ser usado en la fabricacion de dispositivos médicos, por la Agencia de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) desde el afio de 1970. (Segura
Gonzalez, 2016 y Singhvi et al., 2019)

El PLA quimicamente es un material inerte que se obtiene a partir de fibras naturales como el
maiz, trigo y arroz, por lo que es amigable con el medio ambiente, biodegradable, reciclable y
compostable. (Chen et al., 2021). El PLA se biodegrada por hidrdlisis y actividad enzimatica.
Tiene una baja tasa de degradacion de entre 10 meses y 4 anos.(Tajbakhsh & Hajiali, 2017) Su
semi-permeabilidad al agua y al oxigeno lo hacen mas susceptible a la degradacion. La difusion
de agua en la estructura interpolimérica del PLA, degrada su microestructura interna, debido a
la formacién de cavidades, por lo que su degradacién también depende del pH y la temperatura
tisular, asi como de procesos enzimaticos asociados, como lo puede ser una infecciéon o
procesos inflamatorios. Tiene una amplia gama de propiedades mecanicas y fisicas que
permiten que pueda disefiarse para adaptarse a multiples aplicaciones y tiene baja

inmunogenicidad. (Tyler et al., 2016)
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Figura 3 Fotografia del PLA al 10% electrohilado.

Células troncales mesenquimales.
Las células troncales mesenquimales (MSC) se han definido como: células multipotentes

indiferenciadas, con una alta capacidad de autorrenovaciéon y alta tasa de proliferacion
(Dominici et al., 2006). Los criterios minimos para definir a las MSC son: adherencia al plastico,
expresion positiva para los marcadores CD73, CD90 y CD105, carecer de expresiéon de los
marcadores hematopoyéticos y endoteliales CD11b, CD14, CD19; CD34, CD45, CD79a vy
HLA-DR y capacidad de diferenciarse in vitro hacia adipocitos, condrocitos y osteoblastos. Las

MSC para ser utilizadas en la IT deben cumplir con los siguientes criterios (Gimble et al. 2007):

1. Presencia en cantidades muy abundantes en el tejido donante (millones a billones de
células).

Facilmente aislables y a través de procedimientos minimamente invasivos.

Ser diferenciables hacia multiples linajes celulares de manera regulable y reproducible.

Transplantables en forma autéloga o alogénica.

o &~ N

Manipulables de acuerdo a las actuales Guias de Buenas Practicas. (Meruane & Rojas,
2010 y Gimble et al., 2007).

Sus caracteristicas son:
1. Indiferenciadas: Son células que carecen de marcadores de diferenciacion especificos.

2. Quiescencia y Autorrenovacion:Tienen la potencialidad de proliferaciéon por tiempos

prolongados.

3. Alta tasa de supervivencia y proliferacion: Capacidad de automantener la poblacién en

numero relativamente estable, a través del mecanismo de division asimétrica, por la que cada
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célula troncal produce al dividirse dos células hijas: una de ellas conserva las caracteristicas de

célula troncal, y la otra célula adquirira la determinacion hacia un linaje.

4. Pluripotencialidad y capacidad de diferenciacion:

Producen células transitorias,

comprometidas a determinados linajes celulares que, a su vez, son las que daran origen a las

células diferenciadas y funcionales de los distintos 6rganos.

5. Plasticidad: Es el potencial de ser inducidas a distintos tipos de linajes. (Pérez Millan &

Lorenti, 2006, Viswanathan et al., 2019 y Chimal et al., 2013). Figura 4.
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Figura 4 Representacion de la plasticidad de las MSC. Se describe la capacidad de las células para dar lugar a

diferentes tejidos a través de la diferenciacion. Imagen modificada de (Chimal et al., 2013)
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El empleo de MSC en la IT:

1.- Terapia celular (TC), que es la Implantacion directa de MSC para la construccion de nuevas
estructuras tisulares.

2.- Implantacién de MSC pre-tratadas para inducirlas a que realicen una diferenciaciéon
concreta. La fue empleada en esta tesis. Figura 5.

3.- Estimulacion de células MSC enddgenas para que puedan sustituir los tejidos dafiados.
(Moreno, 2008)
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Figura 5 Representacion de las diferentes aplicaciones de las MSC en la terapia celular. Imagen modificada de
(Chimal et al., 2013)

Las MSC tienen una amplia variedad ya que existen en casi todos los tejidos posnatales, desde
la médula 6sea (MO) (Kemp et al., 2005), piel (Salerno et al., 2017) , musculo (De Bari et al.,
2003), tejido adiposo (Zuk et al., 2002) o sangre periférica (He et al., 2007), etc. y presentan
diferentes capacidades de proliferacion, diferenciaciéon y distinto grado de dificultad en su

aislamiento y obtencion.
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MSCat en 1a ITO.

Las MSC se han extraido de diferentes fuentes tisulares, en particular las células troncales
mesenquimales derivadas del tejido adiposo (MSCat) tienen la ventaja de provenir de una
fuente abundante, son faciles de extraer mediante un procedimiento altamente reproducible,
ademas, son altamente proliferativas, presentan baja inmunogenicidad y su capacidad para
autorrenovarse, diferenciarse en diferentes progenitores especificos de tejido, migrar a sitios
dafhados y actuar a través de vias autocrinas y paracrinas.(Zuk et al., 2002, Bourin et al., 2013,
Bunnell, 2021 y Mazini et al., 2021).Figura 6.

Diversos estudios (Fang et al., 2014) han demostrado que las MSCat tienen una capacidad de
osteodiferenciacion optima, por lo que son una opcion prometedora para la regeneracion osea,
esto, debido a su capacidad de diferenciacion en osteoblastos y a los efectos paracrinos que
facilitan la migracion y diferenciacion de las células. (Liao & Chen, 2014 y Martinez Blazquez,
2023).

Obtencion de la Obtencion de las Sembrado de las
muestra. células. células en el andamio.

Figura 6 Representacion de la obtencién de las MSCat para su aplicacion en la ITO.

Senales.

Las células se comunican entre si mediante sefiales quimicas, que son proteinas, moléculas o
factores de crecimiento producidos, secretados y liberados en el espacio extracelular por una
célula emisora; que se dirigen hacia células diana. La célula diana debe de tener el receptor
adecuado para esa sefal y cuando la molécula sefalizadora se une a su receptor, altera la
forma o actividad del receptor, lo que desencadena un cambio dentro de la célula. (Lépez &
David, 2019) Estas sefiales facilitan el crecimiento tisular y su reparacion/regeneracion.
(Aguilar et al., 2021). Figura 7.
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Los factores de crecimiento son capaces de inducir, estimular y fomentar la proliferacion celular
cuando un dafo ocurre y se debe reparar/regenerar un tejido especifico. (Lépez & David,
2019), algunas proteinas y nucleétidos son importantes para la proliferacion y diferenciacion de
las células. Dichos elementos son secretados por la células de manera enddgena, pero también
pueden ser el resultado de sehales paracrinas con células vecinas. En general, estas
biomoléculas funcionan para potenciar la bioactividad de un biomaterial en diferentes
aplicaciones de la IT. (Serrato Ochoa et al., 2015 y Roldan Vasco et al., 2016).

Un factor de crecimiento es un sefalador biomolecular que se une a receptores especificos
sobre la misma célula, que estimula a su vez la secrecién de diversos factores en cascada, lo
que inicia una serie de eventos como proliferacion celular, diferenciacion, maduracion,
produccion de otros factores de crecimiento y matriz extracelular, que resulta en |la
produccion/reparacion/regeneracion de tejidos especificos. (Aguilar et al., 2021)
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Figura 7 Esquema de cémo las vias de sefnalizacion molecular y los factores de crecimiento estimulan la
osteogénesis activando genes clave y factores de transcripciéon. En dicho esquema se plantean 2 rutas. 1 Ruta
de la osteogénesis moderna, en donde es liberado un factor de crecimiento especifico en un defecto 6seo. 2 Ruta
tradicional de la osteogénesis, en donde es liberado un factor de crecimiento no especifico. Imagen modificada de
(Dhawan et al., 2022)
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En el caso de las MSCat diferentes moléculas o factores de crecimiento inducen su
diferenciacion al linaje osteogénico in vitro, Desde 2001 fue reportado desde 2002 por Zuk y
cols (Zuk et al., 2002), que para su induccién al linaje osteogénico las MSCat deben ser
cultivadas de 2 a 4 semanas en medio de cultivo “osteogénico” que contenga (Wang et al.,
2011), dexametasona que promueve la diferenciacion celular hacia el linaje osteogénico; el
p-glicerol-fosfato que brinda soporte en el camino de la diferenciacion controlando la
mineralizacion y la actividad osteoblastica; y acido ascérbico que ayuda al incremento de la
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fosfatasa alcalina y promueve la produccion de osteocalcina(OC). (Morales Restrepo, 2011).
Figura 8.

La diferenciacion de las MSCat implica una regulacién compleja a través de una interaccion de
estimulos extracelulares, que involucran factores de crecimiento osteogénicos extrinsecos y
ligandos proteicos como por ejemplo: proteinas morfogénicas 6seas (BMPs), factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B), factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF), etc.), ademas de la transmision de fuerza biomecanica.
(Rather et al., 2019). Figura 11.

; Constructo
Andamio Celulas.
- 3D para la
con senales
; ) ITO
biologicas.

Figura 8 Representacion del desarrollo de un constructo de 3D para la ITO. Donde en un andamio se le
incorporan sefializaciones y se le incorporan MCS para crear una funcion especifica.(Rather et al., 2019)

Por lo tanto en la ITO, un constructo equivalente tisular o tejido artificial que mimetice al tejido
0seo deberia de estar, en principio, compuesto por tres elementos fundamentales: el primero,
una matriz o andamio que simula a la MEC; el segundo, una poblacién celular que proporcione
o facilite las propiedades ideales de osteoconduccion y osteoinduccion; y tercero, una sefal o
molécula para inducir la osteogénesis.

23



Antecedentes.

Previamente, se ha demostrado que el PLA es biocompatible y con una buena adhesion celular
Ali y colaboradores (Valencia et al., 2017) lo demostraron en su trabajo en el que evaluaron la
respuesta de adhesion, viabilidad celular y la interaccion célula-material de diferentes andamios
fabricados con de PLA y PLA+hidroxiapatita, utilizando células troncales mesenquimales
derivadas de médula 6sea. Concluyeron que la técnica de electrohilado permite obtener
membranas nanofibrilares PLA que podrian tener una aplicacion directa en el campo de la ITO.

Sahar y colaboradores (Sahar et al., 2012) diferenciaron con éxito en células endoteliales
(MSCat-Endo) y osteoblastos (MSCost), utilizando medios suplementados y plantearon que las
células MSCat diferenciadas a células endoteliales mejoran la vascularizacion con una
contribucion minima a la formaciéon 6sea cuando se colocan solas en una estructura de PLA.
Luego, emplearon PLA como control, MSC indiferenciadas (MSC), MSC diferenciadas a medio
osteogénico (MSCost) y MSC diferenciadas endoteliales (MSC-Endo) y los evaluaron en el
defectos en calvaria de rata de Lewis (n=34) a 8 semanas. Después, se evalud el volumen 6seo
y la poblacion de microvasos mediante analisis de tomografia computarizada y tincion
histolégica. Con esto concluyeron que la revascularizacion del biomaterial PLA con células
MSC-Endo no aumentara la formacién de hueso por si sola, pero puede utilizarse como una
fuente de células para mejorar la vascularizacion y mejorar potencialmente la funcién de los
osteoblastos existentes.

Wang y colaboradores (Wang et al., 2021) utilizaron MSCat que fueron diferenciadas al linaje
osteogénico y se estudio su incorporacion en estructuras de coral con la finalidad de crear
hueso. Crearon complejos de laminas de coral (armazones de coral envueltos con células
laminares MSCat, que implantaron en bolsas cutaneas en ratones desnudos, a 8 semanas. Los
resultados fueron que se formo mas tejido altamente denso en el grupo complejo que en el
grupo control (p=0.0004), por tanto concluyeron que las MSCost podrian usarse para construir
hueso disefiado y la incorporacion de las MSCat a las estructuras de coral mejoran
significativamente la formaciéon de hueso.

Xiao Lu y colaboradores (Liu et al., 2023) evaluaron la biocompatibilidad y la eficacia de
reparacion 6sea de andamios de PLA con hidroxiapatita. Realizaron pruebas mecanicas y
experimentos in vitro e in vivo para analizar el impacto del disefio estructural y el microambiente
en la osteogénesis. Sus resultados indicaron que el andamio de PLA conservo su
macroestructura después de las modificaciones de la funcionalizacién, como la porosidad del
84.1% y poros con un tamafo de 350 um. El andamio funcionalizado demostrd hidrofilicidad y
biocompatibilidad adecuada, ademas de promover la adhesion celular, la proliferacion y la
excepcion de genes osteogénicos (ALP, OPN, COL-1, OCN y RUNX2). Concluyeron que el
andamio logré reparar eficazmente defectos dseos de tamafio critico en el radio de conejo, lo
cual sugiere que el uso de andamios de PLA son una estrategia novedosa para el tratamiento
de defectos 6seos de tamafio critico.
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Justificacion.

El hueso sano conserva una regeneracion de manera natural, pero esta puede verse disminuida
por factores como: el proceso de envejecimiento, procesos infecciosos o traumaticos; y cuando
ademas, los pacientes tienen algun padecimiento sistémico la regeneracién se ve limitada o
anulada, es por ello que, la ITO estudia nuevas alternativas de tratamientos.

En la actualidad, en el area maxilofacial, el tratamiento para regenerar hueso considerado como
el estandar de oro son los autoinjertos, ya que tienen como principal ventaja que no presentan
rechazo inmunoldgico, sin embargo, sus desventajas son: que requieren de procedimientos
invasivos, doble cirugia, comprometen otras zonas anatémicas, presentan alta posibilidad de
comorbilidad y complicaciones quirurgicas o post-quirdrgicas como infeccion, dolor, hemorragia,
debilidad muscular y/o lesiones neuroldgicas. Otros factores que pueden influir en el fracaso de
los autoinjertos son los habitos del paciente, como fumar o su estado de salud sistémico.

Otra opcidn son los aloinjertos, que provienen de otro sujeto o donante de la misma especie,
como: injertos de donantes cadaveres o de donantes vivos; aunque son dificiles de obtener ya
que se requiere del consentimiento del donante o sus familiares, lo que representa un gran reto
debido a la falta de donantes; ademas, como principal desventaja son costosos.

También se presentan como alternativa los Xenoinjertos que se caracterizan por ser
heterélogos (animales o matrices 6&seas). Las ventajas que estos poseen es que son
biocompatibles, poseen las caracteristicas de osteoinduccién y osteointegracién. Sin embargo,
sus limitaciones pueden ser: su resistencia mecanica baja, se debe colocar en ausencia de
infeccion local y en lecho de hueso esponjoso bien vascularizado, ademas del rechazo
inmunolégico que pudieran generar.

Otro tipo de injerto, que sera analizado en esta tesis son los Aloplasticos, que son materiales
sintéticos que dependiendo su utilidad se definen sus propiedades fisicas, cristalograficas y sus
propiedades quimicas, sus principales ventajas es que pueden ser altamente biocompatibles,
con un disefio y estructura que les permitan tener la permeabilidad, porosidad y rugosidad
adecuada para el sitio a regenerar, una de las posibles desventajas de estos puede ser su bajo
indice de degradacion.

Para determinar que un injerto aloplastico sera util en ITO, se debe de evaluar su
biocompatibilidad, citocompatibilidad y la seguridad en su uso antes de pensar en su
aplicabilidad en humanos, es por ello que se emplean modelos in vitro e in vivo, a fin de
determinar que estar ventajas sean rales y que su uso sea seguro para los tejidos y para el
individuo, es por ello que en esta tesis nos planteamos evaluar si un constructo hecho con un
andamio de PLA sembrado con MSCost (MSCat diferenciadas al linaje osteogénico) posee las
propiedades de osteoconduccion y osteoinduccion cuando es implantando de manera
subcutanea en rata.

En la ITO, las MSC son ampliamente empleadas para la creacion de constructos, que con el
uso de membranas, en este caso de PLA, lograremos que asemejan al tejido, como “un tejido
artificial” que sea eficaz y seguro para el paciente.
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Hipotesis.

El constructo hecho de andamios de PLA sembrados con MSCat diferenciadas al linaje
osteogénico cuando es implantado en el tejido subcutaneo en el dorso de rata si formara tejido
mineralizado.

Pregunta de investigacion.

¢, Si implantamos constructos de PLA sembrados con MSCat diferenciadas al linaje osteogénico

en el dorso de rata, las MSCat seran capaces de formar tejido mineralizado?
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Objetivo General.

e FEvaluar la respuesta MSCat diferenciadas al linaje osteogénico en el constructo cuando

son implantadas en el tejido subcutdneo del dorso de la rata.

Objetivos Especificos.

e Describir histologicamente como interaccionan los constructos de PLA con el tejido

subcutaneo de rata.

e Determinar si hay mineralizacion en el tejido o en el constructo, después de su implante
en el tejido subcutaneo del dorso de la rata.
e Determinar si hay presencia de marcaje positivo para OC en el tejido subcutaneo del

dorso de la rata.
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Metodologia.

Los experimentos de la presente tesis fueron realizados en el Grupo de Investigacion en
Células Troncales e Ingenieria de Tejidos (GICTIT), del Laboratorio de Investigacion
Odontolégica de la CUSI Almaraz (LIOA) que perteneciente a la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala (FESI) y en la Unidad de aislamiento y Bioterio de la FES Cuautitlan Campo
4 (FESC-C4). Para ello, se conté con los avales de la FES-I, comisién de Bioseguridad folio:
147, y comision de ética oficio: CE/FESI/112019/1333. Los especimenes fueron manejados bajo

las normas oficiales mexicanas. Ver Anexo 1.

Diseno del Estudio.

Se emplearon 40 ratas de la cepa Wistar, de ambos sexos con un peso inicial de 200+/-50g. En
todos los especimenes se les realizd el implante subdérmico del andamio, constructos y
biomateriales y se separaron aleatoriamente en los siguientes grupos: GELFOAM, PLA,
PLA+MSCat, PLA+MSCost. Los tiempos de estudio fueron: 21 y 60 dias. Figura 9.

Gelfoam

PLA +
MSCOST MSCAT

Tiempos de estudio: 60 y 21 dias.

n=10 n=10

Figura 9 Disefo experimental. De cada tiempo de estudio (21 y 60 dias) se utilizaron 10 ratas macho y 10 ratas
hembra. 1 PLA+MSCost (Implante del constructo subdérmico superior derecha) 2 PLA+MSCat (Implante del
constructo subdérmico superior izquierda) 3 PLA (Implante subdérmico del andamio de PLA inferior derecha) 4

Gelfoam ( Implante subdérmico del biomaterial inferior izquierda).

Obtencion de las MSCat.
A los especimenes se les extrajo el tejido adiposo subcutaneo de la zona inguinal,

posteriormente, se procesaron los tejidos obtenidos para el aislamiento, obtencion y cultivo de
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las MSCat que se mantuvieron en condiciones estandares (37°C con 5% de CO? y humedad

relativa). Ver Anexo 2.

Diferenciacion celular al Linaje osteogénico.
Se realizé la induccion osteogénica en el tercer subcultivo.Ver Anexo 3

Preparacion de los constructos para su implantacion.

Los andamios de PLA al 10% (preparado con 10 gr de PLA, 75 ml de cloroformo y 25 ml de
etanol) se realizaron mediante la técnica de electrohilado, de forma laminar con un grosor de
0.7 a 1 mm, fueron elaborados en el Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la Facultad de
Odontologia, UNAM, que esta a cargo del Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez. Figura 10.

Figura 10 Fotografia del PLA al 10% (preparado con 10 gr de PLA, 75 ml de cloroformo y 25 ml de etanol) se
realizaron mediante la técnica de electrohilado, de forma laminar con un grosor de 0.7 a 1 mm fueron elaborados en
el Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la Facultad de Odontologia, UNAM, que esta a cargo del Dr. Marco
Antonio Alvarez Pérez.

Para realizar los constructos, el PLA fue cortado y esterilizado con UV durante 30 min e
hidratado con medio de cultivo D/MEM suplementado y cultivados en condiciones estandares.

Nuestros constructos fueron de tres capas de PLA, cada una sembrada con las MSCat o
MSCost. .Tabla 1.
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Andamio y

Medio de cultivo

constructos.
PLA D/MEM completo.
PLA+MSCat D/MEM completo, se sembraron 1250 células por mm? (MSCat)
por constructo.
PLA+MScost D/MEM completo adicionado con Dexametasona 0.1mM

beta-glicerol-fosfato 10 mM y ascorbato 2 fosfato 10 mM
se sembraron 1250 células por mm? (MSCat) por constructo.

Tabla 1 Proceso del sembrado celular de los constructos y ambientaciéon del andamio.

Para la elaboracion del constructo, después de sembrar las células en los andamios, se coloco
en disposicion 3D como se muestra en la siguiente imagen: Figura 11.

Figura 11 Representacion del constructo PLA +
MSCost donde se dispuso de manera tridimensional:

Células
PLA
Células
PLA
Células
PLA

o0k wn =

Antes de su implantacion en los especimenes,
se unieron las 3 capas con un punto simple de
sutura seda 3/0, para después, identificar el
constructo en el sitio de implantacion.

Implante de los constructos.

Una vez elaborados los constructos se implantaron en el dorso del espécimen de la siguiente
manera: Figura 12. Ver Anexo 5.

30



/N @ PLA+MSCat (Implante subdermico
Superior Izquierda.)

@ PLA+MSCost (Implante subdermico
Superior Derecha.)

@ GELFOAM (Implante subdermico
Inferior 1zquierda.)

@ PLA (Implante subdermico Inferior
Derecha.)

Figura 12 Disefio experimental. Implantacién subdérmica.

Seguimiento clinico de la inflamacion.

Durante el tiempo de estudio posquirurgico, se observo diariamente a todos los especimenes y
se realizaron registros fotograficos con ayuda de una camara digital Huawei P30 lite con zoom
al 4.0X sin filtro.

A cada espécimen se le tomaron 3 fotografias en cada momento, correspondientes a los
siguientes periodos de tiempo:

Grupo de 21 dias: 1,3,5y 6 dias
Grupo de 60 dias: 7,10,15,20 dias.

Se revisaron los signos cardinales de la inflamacién (calor, edema, rubor, tumefaccién y pérdida
de la funcion) y se evalu6 asi el grado de inflamacién, clasificando como severa, moderada,
leve y nula. Ver Anexo 6.
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Obtencién de las muestras para su estudio histolégico.

Las muestras se incluyeron en parafina y se cortaron secciones de 5 um y se tifieron
con Hematoxilina & Eosina (H-E) y tincion Tricromica de Masson (TM), se realizaron
técnicas de inmunohistoquimica para evidenciar Osteocalcina (Osteocalcina Rabbit
Sc-30044, 1:100), también se realizé una técnica de Von Kossa para evidenciar apésitos de

Calcio en nuestros constructos y se analizaron las muestras en un microscopio electrénico de
barrido.Ver Anexo 7.

Descripcion Histoldgica de piel de Rata.

Se hicieron tinciones de H-E y con el apoyo de la fotomicrografia se localizé y describié de
manera clara las estructuras.

Para describir la piel de la rata es necesario mencionar que en los mamiferos existen 2 tipos de
tegumentos, la piel gruesa y la piel fina. Las cuales se diferencian debido a su grosor
determinado por su localizacion y funcion.

En este caso hablaremos de piel de la parte dorsal de la rata, la cual es una piel delgada y sus
estructuras son. Epidermis: La cual es la capa mas externa, es delgada y cuenta con crestas
epidérmicas. La dermis: Se encuentra por debajo de la Epidermis, esta conformada por tejido
conectivo laxo, contiene muchas fibras de colagenas y reticulares, ademas de contar con
muchos foliculos pilosos. Musculo estriado esquelético: Esta formado por células alargadas
llamadas miocitos o fibras musculares.

s e
P

@ ‘: g
-

! Dermis

Figura 13 Piel de rata. En la siguiente fotomicrografia podemos describir las siguientes estructuras: Epidermis: La
cual es delgada y sus Crestas Epidérmicas ( CE, mascadas con circulos rojos ) son poco pronunciadas. Dermis:
Esta formada por tejido conectivo laxo, es rica en fibras de colageno y reticulares en ella se encuentran abundantes
foliculos pilosos. Musculo subcutaneo: Es un musculo estriado esquelético el cual esta formado por células
alargadas llamadas miocitos o fibras musculares.
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Analisis y toma de fotografias y microfotografias de las muestras
histolégicas.

Para la toma de Fotografias y microfotografias de (H-E, TM,VON KOSSA, inmunohistoquimica
0OC), se utilizé un microscopio 6ptico ZEISS axio lab a1, una camara fotografica Nikon coolpix
y un celular Galaxy A32.

Para las microfotografias de MEB, se realizaron en un microscopio electrénico de barrido Jeol
JSM-IT500 InToucheScope.
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Resultados.

Muestras H-E.

Para determinar nuestro segundo objetivo especifico: “Describir histolégicamente como
interaccionan los constructos realizados con el tejido subcutaneo de rata”, realizamos el
analisis Histologico de H-E, buscamos evidenciar en los grupos y tiempos de estudio la
interaccion que estos presentaron con los tejidos del espécimen.

De manera general observamos que en todos los grupos no existié rechazo, se aprecié que en
los constructos y el andamio, entre sus capas existian abundantes células, ademas de estar
rodeados de tejido conjuntivo. En GELFOAM 21 dias fue encapsulado en tejido fibroso y en el
grupo de GELFOAM 60 dias se absorbié completamente.

GELFOAM 21 dias.
En este grupo se observé el biomaterial encapsulado en tejido fibroso, probablemente tejido

conectivo, y sin alteraciones en el tejido, aun se observa la estructura del biomaterial.

Figura 14 GELFOAM implantado en piel de rata a 21 dias , tefiida con H-E.

Figura A. Se muestra la fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de Foliculos pilosos (TC) y sin alteraciones, al igual que el musculo. El biomaterial se encontrd
encapsulado por tejido fibroso.Figura B. Fotomicrografia a 10x, se observa la hipodermis, el musculo y Tejido
Conectivo (TC) y el GELFOAM sin alteraciones
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GELFOAM 60 dias.

En el grupo de GELFOAM 60 dias observamos que el biomaterial se reabsorbié por completo y

ya solo se puede apreciar la piel de la rata.

Area del biomaterial

10x

Figura 15 Gelfoam implantado en piel de rata a 60 dias, tefiida con H-E.

Figura A. Se muestra la fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo.No se muestra rastros del biomaterial, el cual asumimos
fue reabsorbido.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, se observa la hipodermis, el musculo y TC, sin aparentes alteraciones.
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PLA 21 dias.

En este grupo se aprecia el andamio integrandose al tejido conectivo y sin rechazo del mismo.

no se observa inflamacion.
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Figura 16 PLA implantado en piel de rata a 21 dias , tefiida con H-E.

Figura A. Se muestra en la fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con
abundante presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo. La integraciéon del PLA al TC y sin aparente
rechazo.

Figura B. Podemos observar fotomicrografia a 10x, en donde el PLA esta integrandose con el TC.

Figura C. Fotomicrografia a 40x, se observa con mas detalle el tejido conectivo interactuando con el PLA.
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PLA 60 dias.

En este grupo se pueden apreciar aun con claridad las 3 capas de PLA integradas con el tejido

conjuntivo y entre las capas se observa un abundante numero de células.

o DEI"I'ﬁ"E' oy, % \‘7"\. _'.:.. T
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Figura 17 PLA implantado en piel de rata a 60 dias , tefida con H-E.

Figura A. Se muestra en la fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con
abundante presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo. La integracion de las 3 capas de PLAal TC y
sin aparente rechazo al PLA.

Figura B. Fotomicrografia a 20x, donde se puede observar las tres capas de PLA con el tejido conjuntivo.

Figura C. Fotomicrografia a 40x, podemos observar con mas detalle la migraciéon de las células, teniendo asi la
propiedad de biocompatibilidad.
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PLA+MSCat 21 dias.

En este grupo se puede apreciar con claridad las 3 capas de PLA+Mscat integradas con el

tejido conjuntivo, se observa un gran numero de células entre capa y capa del PLA.

Figura 18 PLA+MSCat implantado en piel de rata a 21 dias , tefiida con H-E.

Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, se observa integrado con las 3 capas de PLA+MSCat y sin aparente rechazo al
material, ademas de el musculo sin alteraciones.

Figura C. Fotomicrografia a 40x, donde podemos apreciar 2 capas del PLA+MSCat integradas con el tejido
conjuntivo.

38



PLA+MSCat 60 dias.

En este grupo se aprecia el constructo integrandose al tejido conectivo y sin rechazo del mismo.

Figura 19 PLA+MSCat implantado en piel de rata a 60 dias , tefiida con H-E.
Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones. PLA+MSCat se observa integrado, no definido con las 3 capas y sin aparente

rechazo al material.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, donde podemos observar 2 capas del PLA+MSCat con el tejido conjuntivo.
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PLA+MSCost 21 dias.
En este grupo se aprecia las capas del constructo integrandose al tejido conectivo y sin rechazo

del mismo.

Figura 20 PLA+MSCost implantado en piel de rata a 21 dias , tefiida con H-E.

Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones. PLA+MSCost se observan las 3 capas del constructo y sin aparente rechazo al
material.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, donde se observa, el musculo y la integracién de las capas del constructo con
respecto al tejido conectivo.

Figura C. Fotomicrografia a 40x, podemos observar con mas detalle la migracion de las células y la conformacion del
T.C, con respecto al constructo, teniendo asi la propiedad de biocompatibilidad.
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PLA + MScost 60 dias.

En este grupo se aprecia el constructo integrado al tejido conectivo y un gran numero de células

entre ellos.

Figura 21 PLA+MSCost implantado en piel de rata a 60 dias , teflida con H-E.

Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP (foliculos pilosos) y sin alteraciones. PLA+MSCost se observa integrado, no definido con las 3 capas
y sin aparente rechazo al constructo.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, se observa. la hipodermis con FP y 2 (vasos sanguineos (VS) dando asi una
caracteristica de buena inervacion e integracion.

Figura C. Fotomicrografia a 20x, donde se observa con mas detalle la migracion de las células y la conformacion del
T.C, teniendo asi la propiedad de biocompatibilidad.
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Control de Inflamacion.

Para determinar nuestro segundo objetivo especifico: “Determinar si hay mineralizacion en el
tejido o en el constructo, después de su implante en el tejido subcutaneo del dorso de la
rata", realizamos el analisis de control de inflamacion, donde buscamos evidenciar el nivel de
inflamacién que presentaron los especimenes en los grupos y tiempos de estudio, en un
periodo de 20 dias.

1°dia.

Para el primer dia después de la implantacion, la mayoria de los especimenes presentaron leve
en todos los grupos. Grafica 1.

Inflamacion 1° Dia.

B Inflamacion Severa [ Inflamacién Moderada [ Inflamacion leve [l Sin Inflamacion

Gelfoam e

PLA ?

PLA+MSCat

PLA+MSCost

Grafica 1 Niveles de Inflamacion 1° dia. En el grupo Gelfoam el 70% de los especimenes presentaron
una inflamacion leve y el 30% inflamacion Nula. En el grupo PLA el 79% de los especimenes presentaron
una inflamacion leve, el 16% inflamacion nula y el 5% inflamacién moderada. En el grupo PLA+MSCat el
60% de los especimenes presentaron inflamacion leve y el 40% inflamacién nula. En el grupo de
PLA+MSCost el 65% de los especimenes presentaron inflamacion leve, el 25% inflamacion nula y el
10% inflamacién moderada.
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3° dia.

Para el tercer dia después de la implantacion, la mayoria de los especimenes presentaron leve
en todos los grupos. Grafica 2.

Inflamacion 3° dia.

B Inflamacion Severa [ Inflamacion Moderada [ Inflamacién Leve [l Sin Inflamacién
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Grafica 2 Niveles de Inflamacion 3° dia. En el grupo Gelfoam el 40% de los especimenes
presentaron una inflamacion leve, el 5% inflamacion moderada y el 55% inflamacién nula. En el
grupo PLA el 50% de los especimenes presentaron una inflamacién leve y el 50% inflamacién
nula. En el grupo PLA+MSCat el 45% de los especimenes presentaron inflamacion leve y el
55% inflamacion nula. En el grupo de PLA+MSCost el 43% de los especimenes presentaron
inflamacion leve y el 55% inflamacién nula.
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5° dia.

Para el quinto dia después de la implantacion, la mayoria de los especimenes presentaron
inflamacién leve (ver Gréafica 3).

Inflamacion 5° dia.

B Inflamacién Severo [ Inflamacion Moderado [ Inflamacion leve [l Sin Inflamacion
Gelfoam
PLA

PLA+MSCat

e —
r
e

PLA+MSCost

o

10 20 30 40

Grafica 3 Niveles de Inflamaciéon 5° dia. En el grupo Gelfoam el 40% de los especimenes
presentaron una inflamacion leve y el 6% inflamacion nula. En el grupo PLA el 70% de los
especimenes presentaron una inflamacién leve y el 30% inflamacion nula. En el grupo
PLA+MSCat el 45% de los especimenes presentaron inflamacion leve y el 55% inflamacion

nula. En el grupo de PLA+MSCost el 20% de los especimenes presentaron inflamacion leve y
el 80% inflamacion nula.
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7° dia.
Para el séptimo dia después de la implantacion, la mayoria de los especimenes no presentaron

inflamacién en los grupos, teniendo como resultado nula inflamacion severa. Grafica 4.

Inflamacion 7° dia.

B Inflamacion Severa. [ Inflamacion Moderada. [ Inflamacion Leve. [l Sininflamacion.
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Grafica 4 Niveles de Inflamacion 7° dia. En el grupo Gelfoam el 100% de los especimenes
presentaron una inflamacién nula. En el grupo PLA el 21% de los especimenes presentaron
una inflamacion leve y el 79% inflamacion nula. En el grupo PLA+MSCat el 30% de los
especimenes presentaron inflamacion leve y el 70% inflamacién nula. En el grupo de
PLA+MSCost el 5% de los especimenes presentaron inflamacion leve y el 95% inflamacion
nula.
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10° dia.

Para el décimo dia después de la implantacién, la mayoria de los especimenes no presentaron
inflamacién y leve en todos los grupos, teniendo como resultado nula inflamacion severa.
Grafica 5.

Inflamacion 10° dia.

B Inflamacién Severa. [ Inflamacién Moderada. [ Inflamacion Leve. [l Sin Inflamacién.
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Grafica 5 Niveles de Inflamacion 10° dia. En el grupo Gelfoam el 26% de los especimenes
presentaron una inflamacion leve, el 5% inflamacion moderada y el 69% inflamacién nula. En el
grupo PLA el 33% de los especimenes presentaron una inflamacion leve y el 67% inflamacion
nula. En el grupo PLA+MSCat el 16% de los especimenes presentaron inflamacion leve vy el
84% inflamacion nula. En el grupo de PLA+MSCost el 47% de los especimenes presentaron
inflamacién leve, el 5% de inflamacién moderada y el 48% inflamacion nula.
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15°dia.
Para el décimo quinto dia después de la implantacion, la mayoria de los especimenes

presentaron inflamacién nula en todos los grupos, teniendo como resultado nula inflamacion
severa. Grafica 6.

Inflamacion 15° dia.

B Inflamacion Severa. [ Inflamacion Moderada. [ Inflamacion Leve. [l Sin Inflamacion.
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Grafica 6 Niveles de Inflamacion 15° dia. En el grupo Gelfoam el 32% de los especimenes
presentaron una inflamacion leve y el 68% inflamacion nula. En el grupo PLA el 53% de los
especimenes presentaron una inflamacién leve y el 47% inflamacion nula. En el grupo
PLA+MSCat el 100% de los especimenes presentaron inflamacion nula. En el grupo de
PLA+MSCost el 16% de los especimenes presentaron inflamacion leve y el 84% inflamacion
nula.
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20°dia.

Para el vigésimo dia después de la implantacion, la mayoria de los especimenes presentaron
inflamacién nula y leve en todos los grupos, teniendo como resultado nula inflamacion
severa.Grafica 7.

Inflamacion 20° dia.

B Inflamacién Severa. [l Inflamacion Moderada. [ Inflamacion Leve. [l Sin Inflamacion.
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Grafica 7 Niveles de Inflamacion 20° dia. En el grupo de Gelfoam el 5% de los especimenes
presentaron una inflamacién leve y el 95% inflamacion Nula. En el grupo PLA el 26% de los
especimenes presentaron una inflamacién leve y el 74% inflamacién Nula. En el grupo
PLA+MSCat el 100% de los especimenes presentaron inflamacién nula. En el grupo de
PLA+MSCost el 26% de los especimenes presentaron inflamacion leve y el 74% inflamacion
nula.
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Tricromico de Masson TM.
Para determinar nuestro tercer objetivo especifico: “Determinar si hay mineralizacion en el

tejido o en el constructo, después de su implante en el tejido subcutaneo del dorso de la
rata", realizamos el analisis Histologico de TM, en donde evidenciamos que en los constructos
realizados se observd abundantes fibras de colageno que podrian ser indicativo de formacion
de hueso. De manera general observamos que en los constructos y en el andamio, eran mayor
las fibras de colageno, ademas que entre sus capas existian abundantes células y una buena
interaccion con el TC.

En el grupo de GELFOAM 21 dias existian fibras de colageno, pero de menor existencia a
comparacion que en el grupo de los constructos y andamio. En el grupo de GELFOAM 60 dias,
el biomaterial se absorbié por completo.

GELFOAM 21 dias.

Se puede observar el biomaterial encapsulado entre fibras de colageno.

Figura 22 GELFOAM implantado en piel de rata a 21 dias , tefiida con TM.

Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo. La integracion del Gelfoam al TC, sin aparente rechazo,
ademas de una red de colageno rodeando el biomaterial.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, donde podemos observar el musculo sin alteraciones y la integracion del
GELFOAM con el TC y fibras de colageno rodeando el biomaterial.
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GELFOAM 60 dias.
Solo se puede apreciar la piel de la rata debido a que el biomaterial fue reabsorbido en su

totalidad, como era esperado.

Figura 23 GELFOAM implantado en piel de rata a 60 dias , tefiida con TM.
Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo. No se muestran rastros del biomaterial, el cual asumimos

fue reabsorbido.
Figura B. Fotomicrografia a 10x, donde se observa la dermis y el musculo sin alteraciones, ademas de algunos

foliculos pilosos y sin rastro del biomaterial.
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PLA 21 dias.
En este grupo se aprecia el andamio integrandose al tejido conectivo y fibras de colageno

rodeando el andamio.

Figura 24 PLA implantado en piel de rata a 21 dias , tefiida con TM.

Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo. La integracion del PLA al TC, sin aparente rechazo al
andamio, ademas de una red de colageno rodeandolo.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, donde podemos observar el musculo sin alteraciones y la integracion del PLA con el
TC.

En la Figura C. Fotomicrografia a 40x, donde se observa con mas detalle la integracion del PLA con el TC.
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PLA 60 dias.
En este grupo se puede apreciar con claridad las 3 capas de PLA integradas con el tejido

conjuntivo, ademas se observa entre el tejido y el andamio una capa de colageno.

Figura 25 PLA implantado en piel de rata a 60 dias , tefiida con TM.

Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo. La integracion del PLA y sus tres con el TC, sin aparente
rechazo y algunas redes de colageno rodeando la parte superior del andamio.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, donde se aprecia el musculo sin alteraciones y la integracion de las 3 capas de PLA
con el TC.

Figura C. Fotomicrografia a 40x, donde podemos observar con mas detalle la integracién de 2 capas de PLA con el
TC.
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PLA+MSCat 21 dias.

En este grupo se puede apreciar con claridad las capas de PLA+MSCat integradas con el tejido

conjuntivo, ademas se observa una capa de colageno rodeando el constructo.

Figura 26 PLA+ MSCat implantado en piel de rata a 21 dias , tefiida con TM.

Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo. La integracion del PLA+MSCat al TC, sin aparente
rechazo al constructo y ademés una red de colageno rodeandolo.

Figura B. Fotomicrografia a10x, donde se aprecia la integracion del constructo con el TC y la red de colageno

Figura C. Fotomicrografia a 40x, se observa con mas detalle la integracion del constructo con el TC.
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PLA+MSCat 60 dias.
En este grupo se aprecia el constructo integrado al tejido conectivo y fibras de colageno entre el
constructo y el tejido.

Figura 27 PLA+ MSCat implantado en piel de rata a 60 dias , tefiida con TM.

Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo. La integracién del PLA+MSCat al TC, sin aparente
rechazo, no se diferencian las capas del constructo y ademas una red de colageno rodeando el constructo.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, donde se observa la integracién del andamio con el TC y la red de colageno
rodeando la parte superior del constructo.

Figura C. Fotomicrografia a 40x, donde podemos observar con mas detalle la integracion del constructo con el TC.
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PLA+MSCost 21 dias.

En este grupo se aprecia el constructo integrado al tejido conectivo y fibras de colageno

rodeando el constructo.

Figura 28 PLA+ MSCost implantado en piel de rata a 21 dias , tefiida con TM.

Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo. La integracion del PLA+MSCost al TC, sin aparente
rechazo y ademas una red de colageno rodeando el constructo.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, donde se aprecia la integracion del constructo con el TC y la red de colageno
rodeandolo.

Figura C. Fotomicrografia a 40x, donde podemos observar con mas detalle la integracion del constructo con el TC.
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PLA+MSCost 60 dias.

En este grupo se aprecia el constructo integrado al tejido conectivo y fibras de colageno entre el

constructo y el tejido.

Figura 29 PLA+ MSCost implantado en piel de rata a 60 dias , tefiida con TM.

Figura A. Se muestra fotomicrografia a 4x, en donde podemos observar, la epidermis y la dermis con abundante
presencia de FP y sin alteraciones, al igual que el musculo. La integracion del PLA+MSCost (sin diferenciarse las
capas del constructo) al TC, sin aparente rechazo y ademas una red de colageno rodeando el constructo.

Figura B. Fotomicrografia a 10x, donde se observa la integracion del constructo con el TC y la red de colageno
rodeando la parte superior de este.

Figura C. Fotomicrografia a 40x, donde se aprecia con mas detalle la integracion del constructo con el TC.
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Von Kossa.

Para determinar nuestro tercer objetivo especifico: “Determinar si hay mineralizacion en el
tejido o en el constructo, después de su implante subdérmico”, realizamos el andlisis Histolégico
de VK, en donde buscamos evidenciar depdsitos de calcio en nuestros constructos.

En este analisis comprobamos que en todos los grupos y tiempos de estudio no se presentaron
depdsitos de calcio, comparandolo con el control positivo (Mandibula de Rata).

21 dias.

En las siguientes imagenes se muestran los resultados de la prueba de Von Kossa a los grupos
de 21 dias para demostrar depésitos de calcio en dichas muestras, las imagenes fueron
tomadas en un microscopio 6ptico invertido a 10x, en donde se demuestra que los grupos de
nuestro estudio fueron negativos, comparandolos con el control positivo.
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PLA+MSCat 21 dias.
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PLA+MSCost 21 dias.

GELFOAM 21 dias.

Figura 30 Fotomicrografias de los grupos del tiempo de estudio de 21 dias, a 10x (GELFOAM, PLA,
PLA+MSCat y PLA+MSCost )tefiidas con VK.

Figura A. Fotomicrografia de GELFOAM 21 dias, a 10x, se aprecia el biomaterial encapsulado por tejido fibroso, se
muestra negativo a la tincién de VK

Figura B. Fotomicrografia de PLA 21 dias, a 10x, podemos observar el andamio integrado con el tejido conectivo,
sin embargo se muestra negativo a la tincion de VK.

Figura C. Fotomicrografia de PLA+MSCat 21 dias,a 10x, se observa el constructo integrado con el tejido
conectivo, sin embargo se muestra negativo a la tinciéon de VK.

Figura D. Fotomicrografia de PLA+MSCost a 21 dias, se puede apreciar el constructo integrado con el tejido
conectivo, sin embargo se muestra negativo a la tinciéon de VK.
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60 dias.

En las siguientes imagenes se muestran los resultados de la prueba de Von Kossa a los grupos
de 60 dias para demostrar depésitos de calcio en dichas muestras, las imagenes fueron
tomadas en un microscopio 6ptico invertido a 10x, en donde se demuestra que los grupos de
nuestro estudio fueron negativos, comparandolos con el control positivo.

GELFOAM 60 dias.

Figura 31 Fotomicrografias de los grupos del tiempo de estudio de 60 dias, a 10x (GELFOAM, PLA,
PLA+MSCat y PLA+MSCost )teiiidas con VK.

Figura A. Fotomicrografia de GELFOAM 60 dias, a 10x podemos observar solo el tejido de la rata ya que el
biomaterial se reabsorbido, negativo para VK.

Figura B. Fotomicrografia de PLA 60 dias,a 10x, podemos observar el andamio integrado con el tejido conectivo,
sin embargo se muestra negativo a la tincién de VK.

Figura C. Fotomicrografia de PLA+MSCat 60 dias, a 10x, se observa el constructo integrado con el tejido
conectivo, sin embargo se muestra negativo a la tinciéon de VK.

Figura D. Fotomicrografia de PLA+MSCost 60 dias,a 10x, se puede apreciar el constructo integrado con el tejido
conectivo, sin embargo se muestra negativo a la tincion de VK.
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Control Positivo para VK (Mandibula de Rata)

Se observan depdsitos de calcio en nuestro control positivo para la prueba de VK.

PO

Mandibula de Rata.

Figura 32 Control Positivo de VK (Mandibula de Rata). En la imagen podemos observar depositos de calcio en
hueso sano de mandibula de rata, dando como resultado a positivo en la prueba de VK.
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Inmunohistoquimica.

Para determinar nuestro tercer objetivo especifico: “Determinar si hay presencia de marcaje
positivo para OC", realizamos el analisis de inmunohistoquimica, en donde buscamos evidenciar
la presencia del marcaje de OC.

Osteocalcina.

La osteocalcina es una proteina de unién al calcio dependiente de la vitamina K, sintetizada por
los osteoblastos y osteocitos maduros, ademas es la proteina no colagena mas abundante de la
matriz extracelular (MEC) y es la décima proteina mas abundante en los vertebrados.

Se considera un marcador sensible y especifico de la actividad osteoblastica. Posteriormente a
su sintesis la mayor parte se incorpora a la matriz extracelular del hueso pero en pequefias
cantidades se liberan a la circulacion considerandose un marcador de formacién 6sea.(Rubert
et al., 2020, Hauschka et al., 1989 y Villarreal Brito et al., 2013)

En los resultados de esta tesis, se mostrd6 poco marcaje en los constructos y el andamio,
comparandolos con nuestro control positivo (Mandibula de Rata), ademas de un marcaje nulo
en GELFOAM.
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GELFOAM 21 dias

En esta imagen podemos observar que el grupo de GELFOAM 21 dias fue negativo para OC.

Figura 33 GELFOAM implantado en piel de rata a 21 dias , a 10x, técnica de inmunohistoquimica con
marcador de Osteocalcina (OC).

En la fotomicrografia podemos observar que el biomaterial se encuentra sin alteraciones, encapsulado por redes de
colageno y negativo a marcaje de OC.
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GELFOAM 60 dias.

En esta imagen podemos observar que el grupo de GELFOAM 60 dias, se reabsorbi6 el

biomaterial y fue negativo para OC.
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o
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Figura 34 GELFOAM implantado en piel de rata a 60 dias , a 10x, técnica de inmunohistoquimica con
marcador de Osteocalcina (OC).

En la fotomicrografia podemos observar que el biomaterial se reabsorbe en la piel de la rata y negativo a marcaje de
OcC.
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PLA 21 dias.

En esta imagen podemos observar que el grupo de PLA 60 dias esta integrado con el tejido

conectivo y fue negativo para OC.

Figura 35 PLA implantado en piel de rata a 21 dias, a 10x técnica de inmunohistoquimica con marcador de
Osteocalcina (OC).

En la fotomicrografia podemos observar que el andamio se encuentra sin alteraciones, entre las capas de este se
encuentra integrado el TC y negativo a marcaje de OC.
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PLA 60 dias.

En esta imagen podemos observar que el grupo de PLA 60 dias estan integradas las 3 capas

del andamio con el tejido conectivo y fue positivo para OC.

Figura 36 PLA implantado en piel de rata a 60 dias, técnica de inmunohistoquimica con marcador de
Osteocalcina (OC).

Figura A. En la fotomicrografia a 10x, podemos observar que el andamio se encuentra sin alteraciones, entre las
capas de este se encuentra integrado el TC y con marcaje positivo de OC

Figura B. En la fotomicrografia a 40x, podemos observar que entre las capas del andamio se encuentra marcaje
positivo para OC.
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PLA+MSCat 21 dias.

En esta imagen podemos observar que el constructo esta integrado con el tejido conectivo y

fue positivo para OC.

Figura 37 PLA+MSCat implantado en piel de rata a 21 dias, técnica de inmunohistoquimica con marcador de
Osteocalcina (OC).

Figura A. En la fotomicrografia a 10x, podemos observar que el constructo se encuentra integrado el TC sin
alteraciones y ligero marcaje positivo de OC.

Figura B. En la fotomicrografia a 40x, podemos observar una parte del constructo donde se aprecia ligero marcaje
positivo de OC.

Figura C. En la fotomicrografia a 40x, podemos observar otra parte del constructo donde se aprecia ligero marcaje
positivo de OC.

65



PLA+MSCat 60 dias.

En esta imagen podemos observar que el constructo esta integrado con el tejido conectivo y

fue positivo para OC.

Figura 38 PLA+MSCat implantado en piel de rata a 60 dias, técnica de inmunohistoquimica con marcador de
Osteocalcina (OC).

Figura A. En la fotomicrografia a 10x, podemos observar que el constructo se encuentra integrado el TC sin
alteraciones y ligero marcaje positivo de OC.

Figura B. En la fotomicrografia a 40x, podemos observar una parte del constructo donde se aprecia ligero marcaje
positivo de OC.
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PLA+MSCost 21 dias.

En esta imagen podemos observar que el constructo esta integrado con el tejido conectivo y

fue positivo para OC.
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Figura 39 PLA+MSCost implantado en piel de rata a 21 dias, técnica de inmunohistoquimica con marcador de
Osteocalcina (OC).

Figura A. En la fotomicrografia a 10x, podemos observar que el constructo se encuentra integrado el TC sin
alteraciones y ligero marcaje positivo de OC.

Figura B. En la fotomicrografia a 40x, podemos observar una parte del constructo donde se aprecia ligero marcaje
positivo de OC.
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PLA+MSCost 60 dias.

En esta imagen podemos observar que el constructo esta integrado con el tejido conectivo y

fue positivo para OC.

Figura 40 PLA+MSCost implantado en piel de rata a 60 dias, técnica de inmunohistoquimica con marcador de
Osteocalcina (OC).

Figura A. En la fotomicrografia a 10x, podemos observar que el constructo se encuentra integrado el TC sin
alteraciones y ligero marcaje positivo de OC.

Figura B. En la fotomicrografia a 40x, podemos observar una parte del constructo donde se aprecia ligero marcaje
positivo de OC.
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Mandibula de rata (Control positivo para OC).

Se observa el diente de una mandibula de rata, en donde el marcaje positivo de osteocalcina

esta presente en mayor medida que en otros grupos, ya que este es nuestro control positivo.

Figura 41 Mandibula de rata, técnica de inmunohistoquimica con marcador de Osteocalcina (OC).

Figura A. En la fotomicrografia a 10x, podemos observar que existe marcaje positivo de OC, en especial en la zona
de la dentina y ligamento periodontal del diente de la rata.

Figura B. En la fotomicrografia a 40x, se aprecia marcaje positivo de OC, en el area de dentina y ligamento
periodontal.

Figura C. En la fotomicrografia a 40x, se observa marcaje positivo de OC, en dentina y ligamento periodontal.
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Microscopia electrénica de Barrido MEB.
Con la finalidad de describir y ejemplificar la interaccién del material, andamio y constructos en

el tejido, ademas de caracterizar el PLA. Se realiz6 un analisis en MEB.

GELFOAM.
Se observa las fibras del biomaterial de manera desorganizada interactuando con el tejido, en

una vista longitudinal.

Epidermis
i Dermis

TM-1000_5511 2023/05/18 11:28 D59 x30 2 mm TM-1000_5513 D5.8 x50

- Dermis

Musculo

- GELFOAM:.

GELFOAM.

TM-1000_5518 2023/0518  11:44 D6.0 x200 500um

2023/05/18 11 D58 x100 1mm

TM-1000_5516

Figura 42 Fotomicrografia longitudinal del GELFOAM implantado en piel de rata in vivo, fotomicrografia
tomada en MEB a diferentes aumentos (30x, 50x, 100x y 200x).

Figura A. En la fotomicrografia a 30x, podemos observar. La epidermis y la dermis sin alteraciones aparentes al
igual que el musculo y que el biomaterial de GELFOAM se encuentra de manera desorganizada a comparacion del
PLA.

Figura B. En la fotomicrografia a 50x, se observa la disposicién desorganizada del biomaterial con la piel de rata.
Figura C. En la fotomicrografia a 100x, se aprecia con mas claridad como se va integrando el TC con el andamio.
Figura D. En la fotomicrografia a 200x, podemos observar la disposicion de las fibras del GELFOAM.
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PLA.

Se observan las capas de PLA integrandose con el tejido conectivo, en una vista longitudinal.

Epidermis

Dermis

Musculo
Tc

PLA

2023/05/18 11:08 DB2 x30 2mm

TM-1000_5502

Musculo

2023705118 1118 DE1 x100 1 mm

TM-1000_5505

Epidermis.

Dermis

20230518 11113 D61 x50  Zmm

20220518 11189 500 um

Figura 43 Fotomicrografia longitudinal del PLA implantado en piel de rata in vivo, fotomicrografia tomada en

MEB a diferentes aumentos (30x, 50x,100x y 200x).

Figura A. En la fotomicrografia a 30x, podemos observar. La epidermis y la dermis sin alteraciones aparentes al igual

que el musculo y que el andamio de PLA se encuentra integrado el TC.
Figura B. En la fotomicrografia a 50x, se observa la disposicion de las fibras del andamio, sin alteraciones aparentes

y su integracion al TC.

Figura C. En la fotomicrografia a 100x, se aprecia con mas claridad como se va integrando el TC con el andamio.

Figura D. En la fotomicrografia a 200x, podemos observar la disposicion de las fibras del andamio.
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PLA+MSCat.
Se observan las capas del constructo integrandose con el tejido y el musculo, en una vista

longitudinal.

TM-1000_5491

D69 x30

TM-1000_5490 20230518 1035

TM-1000_5458 - 2023@5!18 1053 D71 x500 200 um

TM-1000_5485 202370518 1047 D70 x200 S00um

Figura 44 Fotomicrografia longitudinal del PLA+MSCat implantado en piel de rata in vivo, fotomicrografia
tomada en MEB a diferentes aumentos (30x, 50x,100x y 200x).

Figura A. En la fotomicrografia a 30x, podemos observar. La epidermis y la dermis sin alteraciones aparentes al
igual, ademas que el musculo que el constructo se encuentra integrado el TC y se puede apreciar una parte de la S
(Sutura)

Figura B. En la fotomicrografia a 50x, se observa la disposicion de las fibras del constructo, sin alteraciones
aparentes y su integracion al TC.

Figura C. En la fotomicrografia a 100x, se aprecia con mas claridad como se va integrando el TC con el constructo y
una parte de la S.

Figura D. En la fotomicrografia a 200x, podemos observar la disposicion de las fibras del constructo y su integracion
con el musculo, sin aparentes alteraciones.
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PLA+MSCost.

Se aprecia con mas detalle las porosidades del constructo y el como interactuan con el tejido,

en una vista longitudinal.

Epidermis

Epidermis

Dermis

Musculo

SCos . X
PLA+MSCost Misculo

PLA+MSCost

D87 x30 2mm

TM-1000_5447 202370515 1405 D89 x50 2mm

TM-1000_5450 2023705115 1427

PLA+MSCost

TM-1000_5452 202310515 14:36 D71 x300 300 um

20230515 1402 D89 x100 1mm

TM-1000_5448

Figura 45 Fotomicrografia longitudinal del PLA+MSCost implantado en piel de rata in vivo, fotomicrografia
tomada en MEB a diferentes aumentos (30x, 50x,100x y 200x).

Figura A. En la fotomicrografia a 30x, podemos observar. La epidermis y la dermis sin alteraciones aparentes al
igual que el musculo y que el constructo se encuentra integrado el TC.

Figura B. En la fotomicrografia a 50x, se observa la disposicion de las fibras del constructo, sin alteraciones
aparentes y su integracion al TC.

Figura C. En la fotomicrografia a 100x, se aprecia con mas claridad como se va integrando el TC con el constructo y
las fibras del mismo.

Figura D. En la fotomicrografia a 200x, podemos observar la disposicién de las fibras del constructo.
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Caracterizacion.

Se observa el hilado del PLA y la distribucion de sus poros que es de 599 nm.

TM-1000_S457 2020518 1054  DBS x100 1 mm

TM-1000_5454 0230516 1048 D70 x30 2mm

Figura 46 Fotomicrografia PLA, tomada en MEB a diferentes aumentos (30x, 100x, 200x, 500x y 1000x).

De manera general en todas las Fotomicrografias (A, B, C, D, E) observa el hilado del PLA y su distribucion de los
poros de un grosor promedio de 599 nm.
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Discusion

La ITO, busca devolver la estructura y funcionalidad original al tejido éseo, teniendo como base
los principios basicos de osteogénesis, osteoconduccidn, osteoinduccion y osteointegracion
(Kasper et al., 2019); por ello, en esta tesis se cre6 un constructo 3D de PLA con células
troncales mesenquimales de tejido adiposo inducidas al linaje osteogénico.

La arquitectura interna del andamio de PLA resulté adecuada para crecimiento celular; se sabe
que el tamafo de poro adecuado para ITO debe ser de un rango de 100 -135 ym (Murphy &
O’Brien, 2010), sin embargo, en nuestro andamio, tras las observaciones en MEB observamos
una porosidad de 599 nm en promedio que fue suficiente para mantener la adherencia celular
tanto in vivo como in vitro y pensamos que esto es porque se ha informado que los poros
mayores de ~300 uym son esenciales para la vascularizacion de las estructuras y del crecimiento
0seo (Roosa et al., 2010 y Tsuruga et al., 1997).

Estrada y cols (Estrada, 2006) retoma la idea que las células ideales para la ITO deben ser
faciles de obtener y de expandir, ser multipotenciales para diferenciarse o transdiferenciarse a
una variedad de células especializadas y no generar respuestas inmunes (Liao et al., 2008). Las
células mesenquimales que obtuvimos del tejido adiposo fueron faciles de obtener y el protocolo
para su aislamiento es altamente reproducible, y son multipotenciales para diferenciarse a una
variedad de células especializadas (Pojda, 2015 y Zuk P.A. 2001,) en el caso de esta tesis hacia
el linaje osteogénico, que observamos en los grupos con el constructo PLA+MSCost.

El biomaterial utilizado para el andamio fue PLA al 10% hecho mediante técnica de
electrohilado, que como ya se demostrd, (Granados-Hernandez V, 2018 y Arreola Esquivel et
al., 2022) es biocompatible, lo que corroboramos en nuestro estudio, ya que el PLA demostré
poseer una adecuada adhesion y proliferacion celular; y cuando lo implantamos in vivo
observamos resultados favorables desde el dia 1, ya que los especimenes mostraron
inflamacién leve o no mostraron inflamacién ninguna.

Los constructos con PLA que se emplearon en la presente tesis demostraron tener adecuadas
permeabilidad, rugosidad, biocompatibilidad, y una arquitectura interna agradable para las
células, lo que observamos en nuestros estudios de MEB, en los que las células permanecieron
y sobrevivieron, ademas, la biodegradabilidad fue adecuada ya que hasta el dia 60 se
mantuvieron las 3 capas de PLA, con abundantes células entre ellas, y en el caso de los
constructos estos mantuvieron su arquitectura, ademas, a los 21 y 60 dias no hubo inflamacion,
demostrando que fueron bien tolerados por el huésped (Wubneh, 2018).

En la presente tesis, realizamos la técnica de von kossa, que se utiliza para detectar la
presencia de depésitos de calcio los tejidos, existen algunos estudios como el de Sordi y cols
(Sordi et al., 2021) quienes utilizaron células que recolectaron de pulpa de dientes temporales,
que cultivaron con diferentes medios osteogénicos, reportaron que observaron Von Kossa con
altas densidades celulares y mineralizacién de la matriz extracelular a partir de los 21 dias in
vitro; lo que contrasta con nuestros resultados que fueron negativos a Von kossa,
probablemente porque nuestros estudios fueron realizados in vivo, y nosotros realizamos esta
prueba de von Kossa en los constructos después de que fueron implantados dentro del
huésped vivo en el tejido conectivo, que carece de biosefiales que mantengan esta respuesta
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osteogénica. AuUn asi quisimos corroborar estos resultados con la prueba de
inmunohistoquimica para detectar el marcador OC que es una proteina sintetizada por
osteoblastos y osteocitos maduros, por ello son utilizados como marcadores especificos de la
actividad osteoblastica (Brennan-Speranza & Conigrave, 2015; Ducy et al., 1996; Rubert et al.,
2020) y esta resultd negativa en todos los grupos, hecho que contrasta con el estudio de
Guduric y cols (Guduric et al., 2017) en el que ellos si encontraron marcaje en un cocultivo sin
embargo, sus andamios de PLA fueron elaborados con la técnica de impresion 3D y el de esta
tesis esta elaborado mediante la técnica de electrohilado, ademas de que utilizaron células
obtenidas de médula ésea y no en tejido adiposo. Su marcaje fue positivo en cultivo y no in vivo
como se presenté en esta tesis.
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Conclusiones.

Con el apoyo de técnicas histolégicas de H-E y MEB pudimos determinar que el andamio de
PLA es biocompatible y se integré de manera correcta al tejido de la rata, en los constructos
elaborados con el andamio y células diferenciadas a tejido osteogénico PLA+MSCost se vio
reflejado en nuestros resultados de la inmunohistoquimica marcaje negativo para OC y en
nuestros resultados de la técnica de Von Kosaa que fueron negativos, no se pudo determinar
fue la propiedad de osteoinduccién y osteoconduccién ya que no se pudo observar que se halla
formado hueso nuevo in situ durante el tiempo que estuvieron implantados en el tejido

subcutaneo nuestros constructos.
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Anexo Metodologia

Anexo 1. Manejo de los especimenes.
Las ratas fueron tratadas y cuidadas de acuerdo con la “NORMA Oficial Mexicana NOM-062-

Z00-1999”; tuvieron agua y comida Ad-libitum durante todos los procedimientos, con ciclos
12:12 de luz/obscuridad.

Para todos los procedimientos quirurgicos, los animales fueron anestesiados con Sedalphorte®
(Pentobarbital 40 mg/kg) y un relajante muscular de PROCIN® (Xilazina 7 mg/kg); y después
de todos los procedimientos, se médico con antibidtico (Bencilpenicilina sdbdica
cristalina/Enrofloxacina 5 mg/2 mg/kg) en una sola dosis y analgésico TRAMADOL JET

®(Tramadol 5 mg/kg) cada 24 horas durante los tres dias siguientes a las cirugias.

La eutanasia se realizd por sobre exposiciéon de CO? y los cadaveres, asi como, todos los
residuos  biolégico/infecciosos  se manejaron de acuerdo con la norma
NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

Anexo 2. Obtencion de las MSCat.

Biopsias de tejido adiposo subcutaneo.

1. Como se menciond previamente los animales fueron pesados y anestesiados via
intraperitoneal.

2. La zona quirurgica a trabajar, fue rasurada y la asepsia se realiz6 con ANTIBENZIL ®.
(solucion Cloruro de benzalconio 1.0).

3. Utilizando un mango de bisturi del numero 3 y bisturi numero 15 se realiz6é una incision
cutdnea en la zona abdominal, en el area ventral central del animal, en una sola
intencién de 2.5 cm de longitud aproximadamente, con el fin de exponer el tejido adiposo
subcutaneo abdominal e inguinal.

4. Con la ayuda de pinzas tipo mosco curvo se realizé diseccion roma extrayendo la mayor
cantidad de tejido adiposo, cuidando de no dafiar estructuras aledarias.

5. Una vez obtenidas las muestras, se pesaron y en todos los casos se obtuvieron 3g en
promedio.

6. Para su transporte y procesamiento, el tejido adiposo fue colocado en un tubo con

solucion HBSS 1x complementado con antibiotico/antimicético al 2% (Biowest® EEUU).
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7. Se suturé la herida con la técnica de puntos simples utilizando seda 3-0 y se limpié la

herida con antiséptico (Antibenzil ®).

8. Se administré la medicacion postquirtrgica.

Aislamiento y obtencién de Células Troncales Mesenquimales de Tejido Adiposo (MSCat).

D/MEM suplementado (D/MEM con alto contenido de glucosa con glutamina estable y con
piruvato de sodio Biowest® EEUU. Cat.Bio-10103-500, adicionado con Suero Fetal Bovino (FBS,

por sus siglas en inglés; Gibco, EEUU a una concentracion del 10% (v/v), y antibiotico a una

concentracion del 2% (v/v) (Penicilina-estreptomicina-Neomicina (PSN) Antibiotic Mixture
Gibco™, Thermo Fisher Scientific. EEUU).

En el LIOA, dentro del cuarto de cultivo de GICTIT, en una campana de seguridad bioldgica
clase Il, tipo 2 y con condiciones estériles se llevé a cabo la extraccién de las MSCat.

1.

A las biopsias se les realizaron 3 lavados de duraciéon aproximada de 5 minutos por
lavado con 4 ml de solucion HBSS 1x suplementado con 1% de antibiético/antimicético
(Biowest® ,EEUU).

Posteriormente, se colocaron las biopsias en cajas Petri de cristal para realizar la
disgregacion mecanica con bisturi del numero 11, se realizaron fragmentos de 1 a 2 mm
de diametro aproximadamente.

Para la digestion enzimatica se agregaron 3 ml de Colagenasa tipo 1 al 0.01%
(GIBCO®, EEUU) a 37°C durante 45 minutos, agitando manualmente cada 5 minutos.

La reaccion enzimatica se inactivo utilizando 6 ml de DIMEM suplementado (Biowest®
,EEUU).

En todos los cultivos se emple6 D/MEM suplementado que consistié en: D/MEM con
alto contenido de glucosa, con glutamina estable y con piruvato de sodio (marca:
Biowest® EEUU. Cat.Bio-10103-500), adicionado con Suero Fetal Bovino (FBS, por sus
siglas en inglés; a una concentracion del 10%v/v (GIBCO®, EE UU), y antibidtico a una
concentracion del 2% (v/v) (Penicilina-estreptomicina-Neomicina (PSN) Antibiotic Mixture
GIBCO™, Thermo Fisher Scientific. EEUU).
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5. Con un filtro de poro 100um se filtré la muestra y la solucion que se obtuvo se centrifugé
a 1040 ym a temperatura ambiente durante 10 min.

6. Una vez centrifugada la solucién anterior, se elimind el sobrante lipidico; el PELLET se
resuspendié en medio de cultivo D/MEM suplementado, se volvié a centrifugar, y dicho
procedimiento se realizé 3 veces mas, con la finalidad de obtener el botén celular lo mas
limpio posible.

7. Se elimind el sobrante lipidico; y al PELLET o botdn celular se le adicionaron 3 ml de
medio de cultivo D/MEM suplementado y se incubd en condiciones estandares de
cultivo: a 37°C con 5% de CO? y humedad relativa. Desde las primeras 48 horas en
cultivo se observo la presencia de las primeras células adheridas, y cuando se logré la
confluencia (80% de superficie del frasco ocupada por las células) se realizaron los
subcultivos.

Subcultivos de MSCat.

Cuando los cultivos llegaron a confluencia, se realizaron 2 lavados con HBSS 1x,
posteriormente, se agregé 1 ml de Tripsina (Tripsina/EDTA 0.1%, Biowest®,EEUU) y se incubd
a 37°C con 5% CO? durante 3 min, con ayuda del microscopio invertido se comprobd que las
células estuvieran suspendidas y para inactivar la accion de la tripsina se agregaron 2 ml de
D/MEM suplementado con FBS 10%. Luego, se centrifugo la suspensién a 1040 rpm durante
10 minutos, se retiré el sobrenadante y se agregé con 1 ml de Biowest® ( D/MEM) y se
resuspendid para realizar su cuantificacién, y posteriormente sembrado.

Cuantificacion celular.

Con la férmula de dilucion: X =2 x , donde es la concentracion de la solucion que
hara un soluto el volumen inicial el volumen a preparar y la concentracién de la
solucion final. Se realizé el contaje celular mediante el siguiente procedimiento: una vez
obtenido el botdn celular, fue resuspendido en 1 ml de medio de cultivo, se tomaron 50 ul de
esta dilucion y fueron colocados en un tubo eppendorf de 1 ml adicionando 50 ul de azul
Tripano, se homogeneiz6 la mezcla y se tomaron 10 ul de dicha solucién para introducirlo en la
camara de Neubauer y realizar el conteo con ayuda de un microscopio 6ptico.

X =\/2 X
Donde Volumen inicial

Concentracion de la solucion que hara un soluto.
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volumen a preparar

C2: Concentracion de la solucion final.
Anexo 3. Obtencion de las MSCost.

Diferenciacion celular al Linaje Osteogénico.

Para inducir la diferenciacién celular al linaje osteogénico, se realizaron subcultivos de MSCat,
en el 3er subcultivo. Se lavé 2 veces con HBSS 1x (Biowest®, EEUU) y posteriormente, se
cultivo con medio de cultivo osteogénico, que se preparé de la siguiente manera: el D/MEM
suplementado con FBS 10% (Biowest® EEUU) se adiciono con Dexametasona 0.1mM
beta-glicerol-fosfato 10 mM y ascorbato 2 fosfato 10 mM y se cultivd en condiciones estandares
(Zuk et al., 2001). EI medio de cultivo se cambié cada tercer dia, a los 14 dias, en el
microscopio invertido se observaron cambios morfolégicos celulares, que evidencié la
diferenciacion celular al linaje osteogénico. (Yudho y cols, 2007)

Anexo 4. Andamio de PLA.

Los andamios han sido previamente probados y caracterizados (Granados-Hernandez et al.,
2018) demostrando que estos andamios de PLA son deseables para las células, y podrian
proporcionar soporte mecanico para las interacciones celulares que mejoran las respuestas
bioldgicas.

Anexo 5. Implante de los constructos.

Los especimenes fueron anestesiados como se indicoé antes. Se rasurd a los especimenes en
toda el area dorsal y se realiz6 antisepsia con cloruro de benzalconio (Antibenzil ®). La zona
quirurgica fue cubierta con un campo esteril hendido. Se realizé6 una incision en la dermis,
siguiendo como referencia anatdomica un punto medio a caudal 2.5 cm entre los omoplatos, con
ayuda de unas pinzas mosco curvas se realiz6 diseccion roma y se implantaron los constructos,
andamio y biomaterial como se observa en la Figura 12.

Como control negativo se empled GELFOAM (Gelatina de Piel Porcina Purificada) que es una
esponja absorbible estéril y un agente hemostatico que se usa con regularidad en odontologia.
Su uso como control negativo se debe a que dicho material no presenta cambios en el tejido
una vez al ser implantado, solo se reabsorbe y funge como relleno.

Implantar todos los constructos en el mismo espécimen, y asi en cada una de las ratas, nos
permite asegurar que tuvieran el mismo microambiente biolégico y que las caracteristicas de
cada individuo fueran las mismas.

Para finalizar con la cirugia, se suturdé la herida con puntos simples y se administraron los
medicamentos a los especimenes como ya se indico.
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Anexo 6. Seguimiento clinico de la inflamacioén.

Inflamacion severa: Presencia de calor o aumento de la temperatura corporal. Rubor: se
presenta mayor enrojecimiento en el area de la herida con los bordes de una gama del rojo al
magenta. Evidencia del malestar general con el letargo de los especimenes.

Inflamaciéon Moderada: Presencia de calor solo en el area de la herida. Rubor: Se presenta
enrojecida la zona de la herida, con presencia de tumefaccién que denotara un aumento de
volumen del tejido y a la digito presion se presentaba sésil.

Inflamacién Leve: tumefaccion ligera, con ligero aumento de volumen y sin ser sésil.

Inflamaciéon Nula: No presenta cambios de temperatura, ni enrojecimiento, sin aumento del
volumen y mantiene sus funciones normales.

Anexo 7. Obtencion y procesamiento de las muestras para su estudio histologico.

Finalizados los tiempos de estudio, se realizé la autanasia de los especimenes mediante
sobreexposicion de CO? en una camara, este proceso se llevo a cabo en el Comité Interno para
el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacién (CICUAE) de de la FES Cuautitlan
campo 4.

Se tomaron las muestras de piel dorsal de las zonas en donde se realizé el implante de
aproximadamente 1 cm de diametro cada una, y se fijaron con paraformaldehido 4% pH 7
durante al menos 6 horas. Los procedimientos realizados para el procesamiento de muestras
fueron realizados de acuerdo al Manual de “Principios de Microtecnia” (Farina, 2019) , realizado
por el Dr. German Isauro Garrido Farifia (Farifia, 2003)

Posteriormente, las muestras se deshidrataron siguiendo el protocolo de inclusién de rutina:
Tabla 2.

Reactivo. Tiempos de Radiacion | Tiempo de reposo. Tiempo Total
en horno de microondas.
Alcohol 70% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 70% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 80% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 80% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 92% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
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Alcohol 92% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 98% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 98% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 100% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 100% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Xileno-cloroformo 24 horas
Parafina | 2 horas
Parafina Il 2 horas *Punto de fusion de 48°C. Figura 47.

Tabla 2 Proceso de deshidratacion de muestras para su inclusién.

Figura 47 Fotografias del proceso de inclusion en parafina.

A. Imagen del proceso de inclusion de parafina. B. Muestras de 21 dias incluidas en parafina.

Se realizaron cortes seriados de las muestras incluidas de 5 micras de espesor y puestos para
su expansion de un bafio de agua, los cuales fueron montados con portaobjetos. Se utilizd un
microtomo de rotacién | (Leica RM2125RT)
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Para una correcta adherencia de las muestras es necesario preparar los portaobjetos
previamente con poli-lisina durante 5 minutos y fueron llevados a un horno de secado durante
1 hora. Los portaobjetos se secaron a temperatura ambiente y fueron marcados por el N° de
muestra, N° de corte, N° de rata y grupo de muestra. Los portaobjetos con los cortes
histolégicos se conservaron de 12 a 24 horas en la estufa a 55- 60°C para lograr una mejor

adherencia del corte.

Técnica de Hematoxilina y Eosina. (HyE)

Su principio se basa en una coloracion bicromia porque usamos 2 colorantes, la hematoxilina
como colorante basico, que nos ayudara a tefiir estructuras acidas y la eosina como colorante
acido para tefir estructuras basicas. Se realiz6 el procedimiento que se encuentra en la Tabla 3

e Nducleos: Morados- Azul
e Citoplasma: Rosa- Naranja.

Xileno | 15 minutos.
Xileno Il 15 minutos
Alcohol 100° 5 min
Alcohol 96° 5 minutos
Alcohol 70° 5 minutos
Agua 5 minutos
Hematoxilina de Garrido. 5 minutos
Alcohol acido 5 segundos

Lavado en agua corriente

Hasta que se vea azul

Enjuague con agua destilada

10 minutos
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Tefiido con eosina 10 minutos.
Deshidratado con alcohol al 96° Lavado rapido.
Alcohol absoluto | 5 minutos
Alcohol absoluto Il 5 minutos
Aclarar con xileno | 5 minutos
Xileno Il 5 minutos

Montaje con resina sintética y se cubrié con el cubreobjetos

Tabla 3 Proceso de la técnica de H-E.

Técnica Tricrémica de Masson. (TM)

Se utiliza para tenir las fibras elasticas en verde, mientras que las células musculares se tifien
en tonos de rosa o violeta. La técnica también tifie el nucleo celular en negro o azul oscuro, lo
que permite una facil identificacion de las células.

e Nucleos: Negros/Azul
e Citoplasma, queratina, musculo estriado: Rojo/rosal/violeta
e Fibras elasticas: Verdes

Se siguio el protocolo de la Tabla 4.

Xileno | 15 minutos
Xileno Il 15 minutos
Alcohol 100° 5 minutos
Alcohol 96° 5 minutos
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Alcohol 70°

5 minutos

Agua

5 minutos

Solucién Bouin

1 horaa 56 °C

Lavado con agua corriente Hasta haber quitado el colorante sobrante.

Lavado con agua destilada Hasta haber quitado el colorante sobrante.

Tefiido con Hematoxilina de Weigert 10 minutos
Lavado con agua destilada.

Solucion Escarlata de Biebrich 5 minutos
Lavado con agua destilada.

Solucién de acido fosfotungstico, acido 15 minutos

fosfomolibdico.

Solucion Azul de anilina al 1% 5 minutos
Lavado con agua destilada

Verde Luz 1% 5 minutos
Lavado con agua destilada

Solucién de acido acético al 1% 5 minutos

Alcohol al 96°

Lavado rapido.
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Alcohol absoluto | 5 minutos

Alcohol absoluto I 5 minutos
Xileno | 5 minutos
Xileno Il 5 minutos

Montaje con resina sintética y se cubrié con el cubreobjetos

Tabla 4 Proceso de la técnica de TM.

Von Kossa.

La tincién de Von Kossa se utiliza para detectar la presencia de depdsitos anormales de calcio
en el organismo. El principio de coloracion se basa en la transformacion de sales de calcio en
sales de plata: los iones de calcio, unidos a los fosfatos, son sustituidos por iones de plata
aportados por una solucién de nitrato de plata. Bajo una fuente de luz los fosfatos de plata
sufren una degradacion fotoquimica, lo que conduce a la observacion de depdsitos de plata
metalica.

Principio de demostracion de aniones de sales de calcio por medio de plata reducida.
Resultados: Depédsitos de calcio

e Sales: Negro

e Nducleos: Rojos

e C(Citoplasma: Rosa

Se sigui6 el protocolo de la Tabla 5.

Xileno | 15 minutos

Xileno Il 15 minutos
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Alcohol 100° 5 minutos

Alcohol 96° 5 minutos

Alcohol 70° 5 minutos

Agua 5 minutos

Solucion Nitrato de Plata 5% 30 minutos
Enjuague con agua destilada 3 minutos
Meta bisulfito de sodio de Na 5% 3 minutos
Enjuague con agua destilada 3 minutos
Rojo nuclear sdlido 5 minutos
Enjuague con agua destilada 5 minutos

Alcohol al 96° Lavado rapido.
Alcohol absoluto | 5 minutos
Alcohol absoluto Il 5 minutos

Xileno | 5 minutos
Xileno Il 5 minutos

Se realiz6 el montaje con resina sintética y se cubrié con el cubreobjetos.

Tabla 5 Proceso de la técnica de VK.
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Técnica de Inmunohistoquimica.

La finalidad de esta técnica es la localizacion de moléculas en los tejidos mediantes el empleo
de anticuerpos. En este caso utilizamos Osteocalcina OC, conocida también como proteina
0sea del acido y-carboxiglutamico (Gla) o BGP, es una proteina secretada de 46 a 50
aminoacidos, es producida principalmente por los osteoblastos. (Técnicas Histolégicas. 5.
Tincion. Inmunohistoquimica. Atlas de Histologia Vegetal y Animal, s. f.)

La osteocalcina es la proteina no coldgena mas abundante en el hueso y se expresa
especificamente en los osteoblastos.

Se utilizaron los anticuerpos: Tabla 6. Se siguio el protocolo de la Tabla 7.

Osteocalcina Osteoblastos Osteocalcina Rabbit Sc-30044.

maduros
1:100.

Tabla 6 Especificaciones del anticuerpo (OC) ocupado en la inmunohistoquimica.

Xileno | 30 minutos
Xileno Il 15 minutos
Alcohol 100° 5 minutos
Alcohol 96° 5 minutos
Alcohol 70° 5 minutos
Agua 5 minutos
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Lavados con PBS (pH=7.4)

tres pases de 5 minutos cada uno.

Permeabilizacion de las muestras con Tritdon

X-100 al 0.01% durante 30 minutos.

Bloqueo con BSA 3%

Bloqueo de zonas de union especificas con BSA
(albumina sérica bovina) al 4% en PBS (pH=7,4),

durante 15 minutos a temperatura ambiente.

durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Anticuerpo 1°

Osteocalcina en dilucion 1:100 con BSA 3%

Toda la noche a 4°C

Lavado con PBS

3 lavados de 5 minutos

Incubacién Anticuerpo Secundario Ig G anti 1 hora
conejo-raton 1:100 con BSA 3%
Lavado con PBS 5 minutos
Incubacién reaccion enzimatica AB 30 minutos

Lavado con PBS

3 lavados de 5 minutos

Sustrato de peroxidasa

Incubar 10 minutos

Lavar con agua bidestilada 5 minutos
Tenir con Hematoxilina de Crazy 17 minutos
Lavado con agua corriente 10 minutos
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Alcohol 70%

5 minutos

Alcohol 96% 5 minutos
Alcohol 100% 5 minutos
Xilol | 5 minutos
Xilol 1l 5 minutos

Montaje con balsamo de Canada y se cubrio con el cubreobjetos.

Tabla 7 Proceso de la técnica de inmunohistoquimica para OC.

Preparacion de muestras para Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

La microscopia de barrido electrénico, es una técnica de obtencion de imagenes ampliamente
utilizada en investigacion de materiales debido a su alta resolucién y capacidades de analizar
caracteristicas morfolédgicas, estructurales y quimicas de las muestras bajo estudio. (Clavijo

Penagos, 2013). Se siguio el protocolo de la Tabla 8.

Reactivo

Tiempo

Fijacion de las muestras con glutaraldehido 3%

2 horas a4°C

microtomo). Figura 48.

Las muestras se tallaron con bisturi del no 22. (De tamafo pequefio para visualizarse mejor en el

Lavado con agua bidestilada

15 minutos agitacion en agitacibn mecanica
Figura 48.

Etanol 30° 15 minutos
Etanol 50° 15 minutos
Etanol 70° 20 minutos
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Etanol 90° 20 minutos

Etanol 100° 20 minutos

Empaquetado las muestras en sobres de papel filtro.

Se sumergieron las muestras en Etanol 100°

Las muestras fueron llevadas al servicio de Microscopia Electronica de la Universidad de Alcala, en
donde fueron procesadas para llevarlas a punto critico ( desecacion total de las muestras sustituyendo
el etanol 100° por CO2)

Se montaron las preparaciones sobre platinas de aluminio de 11 mm de diametro, utilizando cinta
adhesiva doble cara. Figura 48.

Las muestras fueron llevadas al servicio de Microscopia Electrénica de la Universidad de Alcala, en
donde se realiz6 el metalizado (recubrimiento de la superficie de las muestras con una capa de oro u
oro/paladio). Figura 48.

Se visualizé al microscopio electronico de barrido (Jeol JSM-IT500 InToucheScope).

Tabla 8 Proceso de muestras para microscopia electrénica de Barrido.

Figura 48 Preparacion de muestra para microscopia electrénica de barrido. A. Tallado de la muestra con bisturi
del n° 11. B Lavado con agua bidestilada en agitacion con balancin. C. Montado de las preparaciones sobre platinas
de aluminio. D. Muestras montadas en platinas de aluminio.
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