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INTRODUCCIÓN 

 

La regeneración ósea 

La Medicina Traslacional (MT) permite probar nuevas terapias en modelos de estudio 

controlados, para luego, llevarlos a uso clínico con seguridad y eficacia comprobada. Para 

que esto se lleve a cabo, se requiere evaluar previamente, la seguridad y biocompatibilidad 

de los biomateriales, células, señales y también es necesario saber cómo actuarán estos en 

combinación, es decir cuando elaboramos un constructo tridimensional, que será implantado 

con el objetivo de promover la regeneración ósea. 

Para promover la regeneración ósea, primero es necesario comprender sus procesos 

y mecanismos. La osteogénesis, es definida como (Navarro, 2008): la formación de hueso 

nuevo, y es realizada por pre-osteoblastos y osteoblastos supervivientes en la zona del daño; 

Sesman-Bernal y cols. (Sesman-Bernal, 2007) la definieron como un proceso en el que se 

forma hueso a partir de la presencia de células mesenquimales indiferenciadas; y Almazán y 

cols. (Almazán, 1996) la definieron como: la formación ósea, regulada por hormonas y factores 

de crecimiento. Para nosotros la definición más exacta de regeneración ósea es: el proceso 

mediante el que se forma hueso nuevo, donde las células, hormonas y factores de crecimiento 

contribuyen con conjunto a este proceso.  

Es importante mencionar que, a diferencia de la regeneración, la reparación ósea es 

el proceso en el que solo se forma un tejido cicatricial, que no tiene las mismas características 

del tejido original. 

La remodelación ósea, por su parte, es un proceso de activación-reabsorción-

formación, donde los osteoclastos se activan produciendo lagunas óseas, que serán 

repobladas por osteoblastos que producen matriz osteoide y cuando esta matriz se mineraliza, 

se restaura la morfología ósea. A este equipo de células se les denomina unidad básica 

multicelular (Gutiérrez Gómez, 2008) (Fig. 1).  
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El proceso de activación-reabsorción-formación se lleva a cabo en un periodo de tiempo de 

entre 3 a 6 meses en los maxilares (Li-Ru, 2019).  

 

Fig. 1. Esquema que representa el proceso de remodelación ósea, en el que se observa la función de los 
osteoclastos, de las células mesenquimales que se inducen a pre-osteoblastos, posteriormente se modifican a 

osteoblastos y forman así osteocitos, que ayudan en el proceso de mineralización *Modificado de (Kapinas, 2011). 

 

Cuando se lleva a cabo la regeneración ósea a partir de las nuevas terapias que nos 

brindan la Medicina Regenerativa (MR) y la Ingeniería de Tejidos (IT), hay conceptos que se 

deben de tener claros: 

La osteoinducción es definida por Raspall y cols (Raspall, 2006), como la 

transformación de las células mesenquimales indiferenciadas de la zona receptora, en células 

osteo-formadoras, es decir, es el proceso mediante el cual se comienza la diferenciación de 

células osteo-formadoras en la zona receptora para comenzar el proceso de osteogénesis. 

La osteoconducción, se define como la propiedad de un biomaterial para servir de 

matriz, andamio o soporte a las células, (Guerrero, 2016) o bien; como la capacidad de un 

biomaterial para proporcionar una matriz o estructura física apropiada para la generación de 

hueso nuevo y al mismo tiempo, servir de guía para el crecimiento óseo (Parrales Pincay, 

2018). Por lo tanto, proponemos que la osteoconducción sea definida como: la propiedad de 

un biomaterial para ser una estructura de soporte, que sirva a manera de matriz y guía para 

la regeneración del hueso y que pueda ser habitado por las células, en su mayoría pre-

osteoblastos u osteoblastos y osteoclastos al mismo tiempo. 
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Para que la regeneración ósea se lleve a cabo, requiere de los siguiente (Molina, 2017):  

 

1. Una fuente celular con capacidad de diferenciación al linaje óseo y que pueda ser 

capaz de secretar una matriz mineralizada. 

2. Factores de crecimiento o citoquinas que permitan guiar este proceso. 

3. Un andamio que sirva de plataforma o matriz para soportar las cargas biomecánicas, 

en donde puedan proliferar las células y les sirva de sustrato para su sobrevivencia, 

crecimiento, proliferación y diferenciación.  

Existen alteraciones directamente relacionadas con estos procesos fisiológicos, como la 

Osteoporosis (Op). 
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Osteoporosis 

La Op es definida por el NHI de EE. UU. como: una enfermedad esquelética, compleja, crónica 

y progresiva, caracterizada por la pérdida de la densidad ósea y un deterioro en la 

microestructura del hueso, lo que aumenta el riesgo de fractura (Olaiz-Fernández, 2007); y la 

OMS en 1994, la definió como: enfermedad caracterizada por la baja masa ósea y el deterioro 

microestructural del tejido óseo, que lleva a una mayor fragilidad ósea y al consiguiente 

aumento del riesgo de fractura, la cual puede ser diagnosticada mediante la medición de la 

DMO que es evaluada después de una densitometría ósea mediante la técnica DEXA; 

definiéndola en las siguientes categorías (ver Tabla 1): 

Tabla 1 

Tabla 1.Tabla de medición de DMO, según la OMS (GPC. Osteoporosis , 2013).* La escala de T es la referencia 
en la DMO de la población joven cuando se alcanza el punto más alto de masa ósea.  

La Op es una enfermedad multifactorial provocada por la pérdida de DMO por edad, por 

cambios en los niveles hormonales, la nutrición [insuficiencia en la ingesta de calcio (Ca+)] y 

estilo de vida (Harrison, 2006) (Rincón-Sierra, 2007). 

 Respecto a la pérdida de DMOs por edad, conforme envejecemos, se producen 

múltiples condicionantes fisiopatológicos que favorecen la aparición de la Op, como son: 

menor actividad osteoblástica, menor absorción intestinal de Ca+, carencia de Vit D, baja 

exposición solar (ayuda en la activación de la Vit D) provocando que los huesos sean más 

frágiles (Hermoso de Mendoza, 2003). 

Estado Densidad Mineral Ósea (DMO) 

Normal DMO -1 σ (desviación estándar) en la 

escala T. 

Osteopenia DMO -1 y -2.5 σ en la escala T. 

Osteoporosis  DMO -2.5 σ en la escala T. 

Osteoporosis grave o establecida Existen fracturas. 

Estado Densidad Mineral Ósea (DMO) 

Normal DMO -1 σ (desviación estándar) en la 

escala T. 

Osteopenia DMO -1 y -2.5 σ en la escala T. 

Osteoporosis  DMO -2.5 σ en la escala T. 

Osteoporosis grave o establecida Existen fracturas. 
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En cuanto a los cambios hormonales como etiología de la Op, las mujeres son las más 

afectadas, ya que durante la menopausia disminuye considerablemente la función ovárica, 

por ende, la cantidad de estrógenos disponibles, los cuales actúan directamente en el proceso 

del metabolismo óseo (disminuyendo a actividad osteoblástica y aumentando la actividad 

osteoclástica) y la fijación del Ca+. 

En lo referente a la nutrición como etiología, en la OP hay un desequilibrio entre las 

entradas y salidas de Ca+ del organismo. La ingesta de Ca+ y su utilización digestiva y 

metabólica no son suficientes para compensar las pérdidas del Ca+ a través de las heces y 

orina. Normalmente en estas circunstancias y para la Op tipo II, hay una disminución en la 

síntesis de calcitriol, el metabolito activo de la Vit D, por un problema en la función renal donde 

se forma, o una insensibilidad de las células del epitelio intestinal a ella, que se cree es debido 

a la edad avanzada. Esto se ve agravado por un bajo nivel de Vit D, ya sea por bajas ingestas 

o escasa exposición a la radiación solar.  

El Ca+ es el mineral más abundante en el esqueleto, aproximadamente 1000 g se 

encuentran en forma de cristales de hidroxiapatita, que es su reservorio natural, y tiene 2 

funciones principales, el mantenimiento de la estructura y la regulación metabólica (adecuada 

mineralización y buena densidad mineral ósea) (Harrison, 2006).  

  Alrededor del 75-85 % del Ca+ que se consume en la dieta, proviene de productos 

lácteos, por lo que se recomienda no suprimir su consumo. En mujeres posmenopáusicas 

mayores a 50 años, se recomienda que la ingesta de Ca+ sea de 1200 mg/día, y que la ingesta 

no sobrepase los 1500 mg/día, ya que su consumo excesivo puede incrementar el riesgo de 

litiasis renal y calcificación de arterias cardiacas y cerebrales (IMSS., 2018). 
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Epidemiología de la Op 

 

En México, la prevalencia de Op es del 17 % en mujeres mayores de 50 años y 1 de cada 12 

mujeres de más de 50 años sufrirá fractura de cadera y el riesgo se incrementará a partir de 

la menopausia. Los hombres también se ven afectados por este padecimiento y aunque no 

existe mucha información al respecto, se sabe que el riesgo de fractura de cadera en el 

hombre es del 6 % después de los 50 años de edad. Por lo anterior, la Op debe considerarse 

un problema de salud pública, debido a que la población de edad avanzada va en aumento. 

Actualmente en México, la población mayor a 50 años es de 19 millones y aumentará 

a 55 millones para el año 2050. Para entonces, se espera que la esperanza de vida será de 

80 años (IMSS., 2018).  

 

Clasificación  

 

Existen numerosas clasificaciones de Op basadas en diferentes criterios como: edad, 

etiología, etc. En la clasificación, hecha por Riggs, se consideraron variables como: la 

menopausia en mujeres y la edad (de 50 años en adelante), tanto en hombres como en 

mujeres señala dos tipos: 

• Postmenopáusica (tipo I): es la Op producida a consecuencia del cese de la función 

ovárica (durante la menopausia) lo que conlleva a la pérdida de la masa ósea 

acelerada. La deficiencia de estrógenos, afecta el ciclo de remodelación ósea, 

aumentando la actividad osteoclástica y disminuyendo la actividad de los osteoblástica 

(Pérez Cano, 2002).  

 

• Senil (tipo II): se produce en ambos sexos y en edades avanzadas, y se caracteriza 

por una fase lenta de pérdida ósea trabecular y cortical. Las fracturas características 

de este padecimiento son: fractura de cadera, región pélvica y fracturas vertebrales. 

El mecanismo etiológico de la Op senil no se ha descrito por completo, pero podía 

incluir hiperparatiroidismo secundario, deficiencia de estrógenos, déficit nutricional, así 

como la disminución en la función de los osteoblastos inducida por el microambiente, 

que afectaría a citocinas y factores de crecimiento (Ji, 2015). 
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Tratamiento 

En cualquier caso, se recomienda individualizar el tratamiento según las características de 

cada paciente. Sin embargo, podemos clasificarlo de 2 formas: 

• Tratamiento preventivo: 

o Aumentar la actividad física (ejercicios de resistencia y equilibrio) 

o Reducir el consumo de tabaco y alcohol 

o Ingesta diaria de Ca+ 700-1200 mg/día, Vit D 800 UI/día y proteína 0.8-1 g/kg. 

 

• Tratamiento farmacológico: 

o Intervenciones farmacológicas, que se clasifican en: agentes antiresortivos 

(disminuyen resorción ósea) y agentes anabólicos (ayudan a la formación ósea) 

 

A continuación, en las tablas 2 y 3 (ver Tabla 2 y Tabla 3 )se presenta una serie de 

medicamentos aprobados en México para la prevención y el tratamiento de la Op 

posmenopáusica: 

Tabla 2. Agentes farmacológicos aprobados para la prevención de la osteoporosis posmenopáusica (IMSS., 2018). 
 

Tabla 3. Agentes farmacológicos aprobados para el tratamiento de la osteoporosis posmenopáusica (IMSS., 2018). 

Agentes farmacológicos utilizados para la prevención de la Op posmenopáusica  

Alendronato 5 mg/día o 35 mg/día 

Risedronato 5 mg/día o 35 mg/día 

Ácido zoledrónico  5 mg IV cada 2 años  

Raloxifeno  60 mg/día 

Terapia hormonal con estrógenos  Múltiples formulaciones 

Agentes farmacológicos utilizados para el tratamiento de la Op posmenopáusica  

Alendronato 10 mg/día o 70 mg/día 

Risedronato 5 mg/día o 35 mg/día 

Ácido zoledrónico  5 mg IV anual  

Raloxifeno  60 mg/día 

Denosumab 60 mg SC cada 6 meses  

Calcitonina  200 UI intranasal al día  

Teriparatide 20 mcg/SC/día  
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La osteoporosis y la mandíbula 

Las radiografías son el auxiliar de diagnóstico más empleado por los dentistas, entre las más 

comunes tenemos la OPMG dado que, nos da un panorama general de las estructuras con 

las que trabajamos día a día y así, realizar un mejor diagnóstico a través de ella. Renner y 

cols., fueron de los primeros autores en considerar la OPMG como un auxiliar en el diagnóstico 

de la Op. Realizaron un estudio donde examinaron a 11 mujeres postmenopáusicas, mediante 

una OPMG y observaron que 6 de ellas fueron diagnosticadas con Op, ya que, presentaban 

una mayor reabsorción de las crestas residuales que las que no padecían Op (Renner RP, 

1984).  

 

 

Ingeniería de Tejidos 

La MR trabaja en conjunto con la Ingeniería de Tejidos (IT), llevando a cabo la investigación 

donde el cuerpo ocupa sus propios recursos y en ocasiones, con ayuda de algún material 

biológico o extraño logran recrear células y reconstruir tejidos y órganos. 

La tiene IT como objetivo la obtención de tejidos nuevos, los cuales puedan remplazar 

al tejido perdido y con esto, devolver la estructura y función que se ha perdido. Para esto se 

requiere de la construcción de modelos de tejidos equivalentes, en los que las células 

circundantes continúen con su proceso de remodelación sin que este nuevo biomaterial o 

constructo interfiera, sino que más bien, promueva esta regeneración.  

Los biomateriales son materiales que pueden estar en contacto con fluidos y tejidos 

biológicos y ser tolerados adecuadamente, y al mismo tiempo, proveer a los tejidos la 

estructura ideal para dar alojamiento a nuevas células implantadas y residentes, y así, 

contribuir a la formación de tejido nuevo, estos materiales deben ser biocompatibles, es decir, 

tener la cualidad de no inducir efectos citotóxicos al organismo, en el hueso se requiere que 

sean reabsorbibles de manera controlada. 

Los biomateriales en la regeneración ósea, tienen la función de proveer un espacio 

tridimensional a las células promoviendo la osteoconducción, así como tener una estructura 

apropiada para favorecer la regeneración de tejido nuevo y al mismo tiempo ser un vehículo 

liberador de moléculas o factores de crecimiento fomentando la osteoinducción. 
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En la Ingeniería de Tejidos Óseos (ITO) empleamos los biomateriales como andamios, que 

son aquellos biomateriales con un diseño específico, que sirven de soporte imitando a la 

matriz extracelular, utilizados en la fabricación de sistemas biológicos de reemplazo óseo 

(Ibañez, 2012). El andamio ideal para la ITO debe ser: altamente poroso, biocompatible, con 

degradación controlada y una superficie adecuada para la adhesión celular, así como 

fomentar la proliferación y diferenciación celular, además de contar con las propiedades 

mecánicas idóneas para ser un sustituto y ser degradado de forma controlada al mismo tiempo 

que se logra la regeneración del tejido óseo; el tamaño del poro del biomaterial del andamio 

en ITO debe ser entre 100 y 500 µm (Morales Navarro, 2014) (Wu, 2018). 

En conjunto, los andamios, células y de moléculas o factores de crecimiento se 

emplean formando un constructo (la unión de estos tres elementos) con el objetivo de 

fomentar la osteoconducción, como aporte principal del andamio; la osteogénesis, que es el 

aporte de las células empleadas y osteoinducción, que será el aporte de las señales del 

microambiente y de las citoquinas liberadas por la interacción del andamio con las células y 

el sitio del daño, para así generan nuevos tejidos. Estos constructos deben tener 

características similares al tejido que se desea reparar (Parenteau, 1999). 
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Ácido Poli-láctico (PLA) 

En la IT, el uso del PLA, fue aprobado por la FDA en 1970 para el contacto directo con fluidos 

biológicos (Serna L, 2011). Se ha investigado mucho acerca de este biomaterial y 

actualmente, es usado ampliamente en la fabricación de dispositivos médicos, como: material 

de sutura reabsorbible (cirugía oftálmica, toraco-abdominal, anastomosis neurológicas, etc.), 

en cirugía ortopédica (implantes reabsorbibles), cirugía reconstructiva craneofacial y 

maxilofacial (tornillos, broches, placas, grapas en tejido duro y blando), etc. (Granados, 2017).  

De sus más recientes aplicaciones, podemos destacar su uso para la construcción de 

andamios óseos debido a su biocompatibilidad y a que presenta las siguientes características: 

• Tridimensional y altamente poroso, con interconexiones para el crecimiento celular. 

• Biocompatible y bioabsorbible. 

• Superficie química adecuada para fijación, proliferación y diferenciación celular. 

• Propiedades mecánicas acordes al sitio de implantación (Tajbakhsh, 2017). 

 

El PLA es un poliéster que posee 2 estereoisómeros: el ácido L+ láctico y el ácido D-láctico, 

los dos isómeros son componentes necesarios para la síntesis del PLA. La diferencia entre 

estos dos, es que la configuración L+ es metabolizada en los tejidos humanos y se hidroliza 

en metabolitos biocompatibles, por lo que es el isómero empleado en la fabricación de 

dispositivos médicos. Es un ácido orgánico de origen natural, obtenido del ácido láctico, que 

se obtiene como producto de la fermentación del almidón de plantas como: maíz, caña de 

azúcar, papas, etc.  
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Ventajas: 

 

• Biodegradable, reciclable y composteable, su producción consume CO2. 

• Biocompatible, es decir, no produce efectos tóxicos o cancerígenos, bien tolerado por 

los tejidos, además de no interferir con la cicatrización del tejido. Se degrada mediante 

hidrólisis, reduciendo el riesgo de acumulación de material en el tejido. 

• Procesabilidad, tiene mejor procesabilidad térmica en comparación con otros 

biopolímeros. Puede ser procesado por inyección, extrusión de película, moldeo por 

soplado, termoformado, impresión 3D (Xiao, 2012) y electrohilado, esta última es la 

más utilizada (Fig. 2).  

 

La técnica de electrohilado o electrospinning permite la creación de micro y nano-fibras a 

través de un flujo de solución polimérica eléctricamente cargada, imitando así a la matriz 

extracelular. Ahorra energía, requiere de un 25-55 % menos que otros polímeros a base 

de petróleo y puede ser reducido hasta 10 % más para el futuro (Farah Shady, 2016). 

 

Fig. 2. Esquema del proceso de electrohilado del PLA en forma vertical, donde observamos la jeringa con el 
polímero que es expulsado mediante una aguja y gracias a una fuente de alto voltaje de 2 electrodos (uno a la 
salida de la solución y otro al plato recolector (lámina de metal) donde serán depositadas las fibras posteriores a 
la evaporación del disolvente. *Modificado de (Revati, 2015). 
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Los andamios porosos tridimensionales de PLA se han probado previamente (Granados, 

2017) (Granados-Hernández MV, 2018) (Aceves, 2018) (Aguilar, 2020) (Martínez F. J., 2017)) 

con células troncales mesenquimales indiferenciadas y con el uso de células inducidas a la 

diferenciación ósea sembradas en él, y posteriormente, implantadas en defectos óseos para 

evaluar el desarrollo de la regeneración  ósea (Fig. 3).  

 

Fig. 3. Proceso de realización de un andamio. 
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Células Troncales Mesenquimales de Tejido Adiposo (MSCat) 

Las Células Troncales Mesenquimales (MSC) son células multipotentes (Fig. 4), que se 

caracterizan por su capacidad de autorrenovación y de diferenciarse a múltiples linajes como: 

condrogénico, osteogénico y adipogénico principalmente. Para que una MSC se pueda 

emplear en la MR debe tener las cumplir con las siguientes características (Gimble, 2007):  

1) Que se encuentren en cantidades abundantes (millones de células) 

2) Su obtención puede ser mediante procedimientos mínimamente invasivos 

3) Poder ser diferenciadas a múltiples linajes celulares (regulables y reproducibles)  

4) Poder ser trasplantadas de forma segura y efectiva de forma autóloga o alogénica 

5) Ser Manipulables 

 

Las células troncales mesenquimales de médula ósea (BMSC) han sido las MSC más 

estudiadas, debido a que promueven la neo-vascularización y facilitan, con ello, el crecimiento 

de tejido nuevo. Sin embargo, la recolección de BMSC tiene limitaciones, debido a que los 

sitios de recolección (aspirado de médula ósea) suelen ser procedimientos dolorosos con 

reportes de morbilidad y poca aceptación de parte de los donadores.  

Desde 2001 Zuk PA y cols (Zuk, 2002) contribuyeron al estudio de esta estirpe celular 

con sus publicaciones sobre las células mesenquimales derivadas de tejido adiposo (MSCat). 

Desde entonces a la fecha existen numerosas publicaciones en las que las han estudiado, 

debido a que los procedimientos para su obtención son mínimamente invasivos y que pueden 

ser obtenidas de diferentes sitios donde el tejido adiposo es eliminado y desechado por 

procedimientos estéticos como: liposucciones (grasa subcutánea abdominal), grasa 

peritoneal o omentum, de las bolas de Bichat (en las mejillas), etc. Se demostrado 

ampliamente la capacidad de las MSCat de diferenciarse hacia múltiples linajes, como: el 

osteogénico (Fig. 5), condrogénico, adipogénico, cardiomiocítico, hepático y neurogénico 

(Miana, 2018) (Aceves, 2018) (Meruane & Rojas, 2010). Las MSCat que provienen del tejido 

adulto y presentan, como las demás MSC, tres características fundamentales: alta 

proliferación, alta capacidad de autorrenovación y capacidad de diferenciación (Gimble, 2007). 
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Para la ITO, las MSCat tienen un alto potencial osteogénico igual o superior en comparación 

con las BMSC (Mohamed-Ahmed, 2018) (Liao, 2014) (Ye, 2014). 

Por ello, en la presente tesis, se realizó un constructo, hecho con MSCat previamente 

diferenciadas al linaje osteogénico (MSCost) sembradas en un andamio tridimensional y 

biomimético de PLA, en el que evaluamos su capacidad para promover la regeneración ósea 

en un defecto mandibular en un modelo de ratas osteoporóticas.  

 

Fig. 4. Cultivo de células MSCat a las 2 semanas. 

 

 

Fig. 5. Cultivo de células MSCost a los 14 días post diferenciación 
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ANTECEDENTES 

Hao y cols., en 2010, probaron la eficacia in vivo de las células mesenquimales derivadas del 

tejido adiposo de conejo (rASCs) transfectadas con un vector de adenovirus recombinante 

con la proteína morfogénica ósea humana 2 (hBMP2) en un andamio de nano-

hidroxiapatita/colágena humana/ácido poliláctico (nHA/RHLC/PLA). Los grupos de estudio 

fueron: Grupo 1 (n=6, hBMP2/rASCs-nHA/RHLC/PLA) cultivado en medio osteogénico, Grupo 

2 (n=6, rASCs no transfectadas+nHA/RHLC/PLA), Grupo 3 (n=4, nHA/RHLC/PLA) el andamio 

solo y Grupo 4 (n=4) grupo control. Realizaron microscopia electrónica de barrido (MEB) y se 

demostró la integración de las rASCs con el andamio nHA/RHLC/PLA. Utilizaron 20 conejos 

blancos japoneses a los que les crearon un defecto osteoperióstico segmentario de 15 mm de 

longitud en el radio. Después implantaron: Grupo 1 (n=6, hBMP2/rASCs-nHA/RHLC/PLA), 

Grupo 2 (n=6, rASCs no transfectadas+nHA/RHLC/PLA), Grupo 3 (n=4, nHA/RHLC/PLA) el 

andamio solo y Grupo 4 (n=4) grupo control. En sus resultados reportaron que: las rASC se 

adhirieron uniformemente al andamio y a los poros internos, reconociendo que el PLA 

proporciona buenas propiedades mecánicas. Sus análisis radiográficos arrojaron que, a las 

12 semanas postquirúrgicas, solo en el grupo 1: se formó hueso en el sitio del defecto. En el 

grupo 2: no hubo evidencia aparente de osteogénesis; en el grupo 3: no se observó formación 

ósea y en el grupo 4: no hubo reparación del defecto. Los resultados histológicos arrojaron 

que, en el grupo 1: se observó una distribución uniforme de las rASCs en el andamio y estaba 

casi completamente degradado; en el grupo 2: se observó neoformación ósea y crecimiento 

de tejido conectivo; en el grupo 3: no se observó formación ósea y en el grupo 4: no reparó. 

Por lo que, ellos concluyeron, que los defectos tratados en el grupo 1 (hBMP2/rASCs-

nHA/RHLC/PLA) regeneraron y el andamio se degradó completamente después de 12 

semanas, debido a la modificación con el gen hBMP2; y que aunque los resultados del grupo 

2 (solo las células con el andamio) no fueron tan favorables como en el grupo 1, puede llegar 

a ser una buena terapia el uso del andamio con células (Hao W. D., 2010). 
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Wang, Xing y cols., en 2016, emplearon células estromales mesenquimales de médula ósea 

alveolar humana (aBMSC) sembradas en un andamio de nano-hidroxiapatita/colágeno/ácido 

poliláctico (nHAC/PLA). Demostraron la capacidad de las aBMSC para diferenciarse a las 

líneas: osteogénica y adipogénica. Ellos emplearon 30 conejos hembra blancos de Nueva 

Zelanda, a los que les realizaron un defecto segmentario (10x5x3 mm) en el hueso alveolar 

de la mandíbula y les implantaron (n=6): Grupo 1 (nHAC/PLA), Grupo 2 

(nHAC/PLA+aBMSCs), Grupo 3 (nHAC/PLA+aBMSCs, pre-inducidas en medio osteogénico), 

Grupo 4 con (AB) injerto autógeno de hueso iliaco como control positivo y Grupo 5 defecto no 

tratado, como control negativo; su tiempo de estudio fue de 8 semanas.  

En sus resultados histológicos, reportaron que en los grupos 1 y 2: los defectos 

mandibulares se rellenaron con abundante tejido osteoide y algo de hueso recién formado; 

mientras que en el grupo 3: los defectos se rellenaron con hueso maduro y los osteoblastos 

cubrieron el hueso recién formado. En el grupo 4: hubo áreas del hueso autógeno, así como 

neoformación ósea, con diferentes disposiciones trabeculares; y en el grupo 5, se observó 

poca regeneración. Mediante micro-CT (reconstrucción 3D) observaron que, en el grupo 1: 

hubo neoformación ósea en poros abiertos del andamio, con una cicatrización incompleta del 

defecto. El grupo 2: cicatrizó con hueso cortical delgado. En el grupo 3: la superficie rellenó 

completamente con un hueso cortical grueso. En el grupo 4: los defectos cerraron bien y no 

hubo distinción entre el injerto y el hueso mandibular. El grupo 5: no tuvo regeneración. Por 

ello, concluyeron que, las BMSC pueden ser beneficiosas para el tratamiento de defectos 

óseos. Se demostró que la combinación de aBMSCs con inducción osteogénica y el andamio 

nHAC/PLA podrían restaurar los defectos mandibulares de manera efectiva, la ventaja de 

utilizar aBMSCs es que reduce la morbilidad y el dolor del sitio donante (como la cresta iliaca), 

encontrando al PLA como un buen biomaterial para la conservación de la cortical mandibular 

y excelente andamio para la proliferación celular (Wang, 2016). 
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Diomede y cols en 2018, evaluaron los efectos regenerativos de andamios de PLA 3D 

enriquecidos con MSC humanas provenientes de encía (hGMSCs) complementados con 

vesículas extracelulares (EV) y EV diseñadas con polietilenimina (PEI). El andamio fue 

obtenido de una poli (láctida) comercial (PLA; Keytech srl®, Ancona, Italia), con un tamaño 

constante de 6 y 12mm, realizados en una impresora 3D. Los andamios fueron implantados 

en 24 ratas Wistar macho, a las que se les realizó un corte circular en la región occipital de 5 

mm diámetro y 0.25 mm de altura. Se dividieron en 6 grupos (n=4): Grupo 1 (3D-PLA), grupo 

2 (3D-PLA + hGMSCs), grupo 3 (3D-PLA + EVs), grupo 4 (3D-PLA + PEI-EVs), grupo 5 (3D-

PLA + EVs + hGMSCs) y grupo 6 (3D-PLA + PEI-EVs + hGMSCs). Después de 6 semanas, las 

muestras se procesaron para su análisis. Los resultados de la evaluación histológica 

demostraron que, en el grupo 1, se observó matriz extracelular (MEC) sin signos de 

mineralización, mientras que en el grupo 2, se inició el proceso de integración con la 

deposición de la nueva MEC. En el grupo 3 y 5 se observó mayor crecimiento del tejido 

comparado con los grupos 1 y 2. En las muestras del grupo 4, fueron visibles numerosos 

nódulos óseos, así como varios vasos sanguíneos de diferentes dimensiones que indican una 

nueva formación de red vascular. Los resultados basados en la evaluación realizada a través 

de micro CT, demostraron que el daño óseo aún estaba presente en las muestras de los 

grupos 1, 2 y 3; y en los grupos 4, 5 y 6 la reparación completa del defecto fue visible. 

Concluyeron que, después de 6 semanas, las deposiciones de calcio fueron más evidentes 

en los grupos 3 y 4, donde se activa la inducción local del hueso, mejorando el proceso de 

mineralización, así como el desarrollo de una extensa red vascular (indicativa de 

osteointegración). En general, concluyeron que los PEI-EV desempeñaron un papel 

fundamental en la determinación del destino celular. El PLA fue un biomaterial ideal para la 

proliferación celular, haciéndola más ordenada y mejorando las propiedades de la creación 

de tejido óseo (Diomede, 2018). 
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Hyun Park y cols en 2012, evaluaron la eficacia de las ASC sembradas en andamios de PLGA 

para tratar defectos tibiales segmentarios. Utilizaron 60 ratas Sprague-Dawley a las que se 

les realizó un defecto en la tibia de 10 mm a nivel de la diáfisis proximal y se dividieron en 3 

grupos (n=20): Grupo 1 (SHAM), Grupo 2: PLGA (sin células), Grupo 3: PLGA/ASC 

(PLGA+ASC). Se utilizó PLGA al 10%. Una semana después de la implantación, se demostró 

que las células sembradas se adherían fuertemente al andamio en el grupo 3, lo cual, permitió 

un mayor flujo celular, mientras que en el grupo 2 no hubo buen flujo celular. La formación 

ósea fue evaluada radiográficamente inmediatamente después de la cirugía y 8 semanas 

después del tratamiento mediante MicroCT, los resultados arrojaron que la tasa de unión ósea 

en el grupo 1 fue del 11.1 %, en el grupo 2 fue del 26.3 % y en el grupo 3 fue del 78.9 %. Se 

observaron callos óseos en los bordes del defecto y un área radiopaca en los grupos 1 y 2; 

en el grupo 3 el área fue más grande y en su mayoría fue hueso nuevo. En el análisis de MCT, 

la diferencia aparente fue la mayor cantidad de hueso nuevo en el grupo 3, en comparación 

con los grupos 1 y 2, en los que hubo menor regeneración y no se observaron diferencias 

significativas entre los últimos grupos. Entonces, concluyeron que la combinación de PLGA 

con ASC representa una nueva y prometedora terapia para la curación de los defectos tibiales 

de tamaño crítico, debido a que, las ASC aceleraron y mejoraron la reparación de los defectos, 

además de que también promovieron la angiogénesis  (Hyun Byung, 2012).  
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JUSTIFICACIÓN 

A nivel mundial, la Op está relacionada con 8.9 millones de fracturas al año, de las que 4.5 

millones ocurren en América Latina y Europa. En Estados Unidos, Europa y Japón la Op afecta 

a más de 75 millones de personas al año. En México, se ha descrito una prevalencia del 17 

% en mujeres mayores de 50 años. Aunque no es un padecimiento exclusivo de las mujeres, 

esta población es las más afectada debido a que, en la menopausia existe una disminución 

importante de estrógenos y, por ende, esto afecta la fijación del Ca+ en los huesos, 

haciéndolos más propensos a fracturas (Guercio, 1999).  

En vista de que la Op es una enfermedad crónica y progresiva que afecta a la 

remodelación ósea, la regeneración ósea se convierte en un reto clínico muy importante. La 

pérdida ósea produce por diferentes circunstancias (traumatismo, pérdidas dentales, 

envejecimiento, alteraciones hormonales, infecciones, etc.) lo que nos lleva a pensar en 

diferentes terapias para rehabilitar. En el caso de la Op, la posibilidad de utilizar los 

autoinjertos (considerados como él estándar de oro) no es una opción viable para la 

rehabilitación de estos casos, además que el procedimiento es incómodo, costoso y el sitio 

donante puede presentar complicaciones.  

La IT tiene nuevas terapias, como el uso de constructos hechos de biomateriales y 

células para restaurar o mantener la función de un órgano o tejido, que deberán ser probadas 

en modelos de estudio controlados, como el nuestro, en ratas osteoporóticas, lo que nos 

permitió evaluar la efectividad y optimizar el método en la elaboración del mismo, para mejorar 

la regeneración ósea. 

En este trabajo, se utilizó un constructo tridimensional elaborado con un andamio de 

PLA y células MSCat, debido a que el PLA es un biomaterial compatible, biodegradable y 

poroso, considerado como un buen andamio y el uso de las MSCat puesto que, poseen una 

alta capacidad de proliferación, auto-renovación y diferenciación, contando como señal para 

inducir la regeneración ósea con el medio de inducción osteogénico. 
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HIPÓTESIS  

El uso de constructo tridimensional elaborado de un andamio de PLA con células MSCat pre-

inducidas hacia el linaje osteogénico, sí promoverá la regeneración ósea en un modelo murino 

de osteoporosis. 
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OBJETIVO 

General 

 

Evaluar la regeneración ósea, utilizando un constructo tridimensional elaborado con un 

andamio de PLA y células MSCost, en un modelo murino de Op. 

 

Específicos 

 

• Describir y comparar la regeneración ósea entre los diferentes grupos (OLD y OVX). 

• Describir y comparar la regeneración ósea de las diferentes terapias empleadas sobre 

el defecto. 

• Evaluar y comparar la capacidad de inducción hacia la regeneración ósea de 

constructo tridimensional elaborado con un andamio de PLA y células MSCat vs un 

constructo tridimensional elaborado con un andamio de PLA y células MSCost de un 

modelo murino de Op.  
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METODOLOGÍA 

Los estudios fueron realizados en el Grupo de Investigación en Células Troncales e Ingeniería 

de Tejidos (GICTIT), del Laboratorio de Investigación Odontológica (LIO) perteneciente a la 

Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FESI), en el Bioterio de la FESI y en la Unidad de 

aislamiento y Bioterio de la FES Cuautitlán Campo 4 (FESC-C4). Para ello, se contó con los 

avales de la comisión de Bioseguridad folio: 089, y de la comisión de ética folio: 1268, ambas 

de la FES-I (ver anexos). 

Las ratas tuvieron un estricto trato y cuidado de acuerdo a la “NORMA Oficial Mexicana 

NOM-062- ZOO-1999” por lo que tuvieron agua y comida Ad-libitum durante todos los 

procedimientos, con ciclos 12:12 de luz/obscuridad; además, para garantizar su bienestar y 

satisfacer las necesidades de la investigación, así como reducir o eliminar las variables 

experimentales, los lugares donde se alojaron a las ratas y donde realizamos los 

procedimiento quirúrgicos, fueron: La Unidad de Aislamiento y Bioterio de FESC-C4 y en el 

Bioterio de la FESI. 

Para todos los procedimientos quirúrgicos, los animales fueron anestesiados con 

Sedalphorte® Pentobarbital (40 mg/kg) y un relajante muscular de PROCIN® Xilazina (7 

mg/kg); posterior a todos los procedimientos, se medicó a los especímenes con antibiótico 

(Bencilpenicilina sódica cristalina/Enrofloxacina 5 mg/2 mg/kg) en una sola dosis y analgésico 

(Tramadol 5 mg/kg) cada 24 horas durante tres días. 

La eutanasia se realizó por sobre exposición de CO2 y los cadáveres, así como, todos 

los residuos biológico/infecciosos creados se manejaron cuidadosamente de acuerdo a la 

norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002. 

 

Andamio de PLA 

El andamio de PLA al 10% (preparado con 10 gr de PLA, 75 ml de cloroformo y 25 ml de 

etanol mediante la técnica de electrohilado), de forma laminar con un grosor de 0.7 a 1 mm. 

Donados por el Dr. Marco Antonio Álvarez Pérez del Laboratorio de Bioingeniería de Tejidos 

de la Facultad de Odontología, UNAM.  
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Diseño experimental 

Se emplearon 48 ratas de la cepa Wistar de 3 meses de edad (peso 200+/-50g) que se 

dividieron aleatoriamente en 2 grupos de estudio (n=24) OVX y OLD, los cuales, se 

subdividieron en 6 grupos cada uno (n=4) (ver 

 

Tabla 4). Se consideró el menor número de especímenes a utilizar para tener una suficiencia 

estadística en los resultados y al mismo tiempo, evitar sacrificios innecesarios.  

GRUPO DERECHO IZQUIERDO TIEMPO DE ESTUDIO 

OVX PLA+MSCat Intacto 30 días 

OVX PLA+MSCost Intacto 30 días 

OVX PLA Intacto 30 días 

OVX MSCat Intacto 30 días 

OVX MSCost Intacto 30 días 

OVX Sham Intacto 30 días 

GRUPO DERECHO IZQUIERDO TIEMPO DE ESTUDIO 

OLD PLA+MSCat Intacto 30 días 

OLD PLA+MSCost Intacto 30 días 

OLD PLA Intacto 30 días 

OLD MSCat Intacto 30 días 

OLD MSCost Intacto 30 días 

OLD Sham Intacto 30 días 

GRUPO DERECHO IZQUIERDO TIEMPO DE ESTUDIO 

OVX PLA+MSCat Intacto 30 días 

OVX PLA+MSCost Intacto 30 días 

OVX PLA Intacto 30 días 

OVX MSCat Intacto 30 días 

OVX MSCost Intacto 30 días 

OVX Sham Intacto 30 días 

GRUPO DERECHO IZQUIERDO TIEMPO DE ESTUDIO 

OLD PLA+MSCat Intacto 30 días 

OLD PLA+MSCost Intacto 30 días 
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Tabla 4. Tabla de los grupos OVX y OLD. 

Pasado el tiempo de estudio, las ratas fueron sacrificadas por sobreexposición de CO2 y las 

muestras obtenidas se fijaron con Paraformaldehído con PBS al 4 %. 

Modelo Animal de Osteoporosis 

La mitad de los especímenes (n=24), elegidos de manera aleatoria, se les indujo osteoporosis 

mediante ovariectomía (OVX) bilateral. Los animales fueron pesados en una báscula digital y 

anestesiados vía intraperitoneal. Se afeitó la zona quirúrgica y se desinfectó con solución 

Antibenzil® (cloruro de benzalconio). Con un bisturí y una hoja #15, se realizó una incisión de 

una sola intención, en la parte ventral de la pared abdominal de aproximadamente 2 cm, hasta 

visualizar la zona visceral y ovarios (Fig. 6) 

 

Fig. 6. Procedimiento de Ovariectomía. La flecha señala la luz de la trompa de Falopio; por el otro lado, el círculo 
señala el otro ovario. 

Al identificar las tubas uterinas y los ovarios, se ligaron las tubas con sutura de seda 3-0’s y 

se retiraron los ovarios. Se suturó el músculo con ácido-poliglicólico (Vicryl) 4-0’s, técnica de 

cruz y con seda 3-0’s, técnica puntos simples la zona de la piel. 

OLD PLA Intacto 30 días 

OLD MSCat Intacto 30 días 

OLD MSCost Intacto 30 días 

OLD Sham Intacto 30 días 
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Al concluir 3 meses post-ovariectomía, se realizaron radiografías de la extremidad 

inferior derecha de manera mensual, hasta que fue radiográficamente visible el desarrollo de 

la enfermedad. Se dio seguimiento con el método colorimétrico para la determinación de Ca+ 

en suero con el uso de un espectrofotómetro (Ca-Color AA, Laboratorios Wiener, S.A.I.C.). 
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Extracción de tejido adiposo para la obtención de las MSCat 

Para la extracción de la muestra de tejido adiposo subcutáneo, se emplearon de manera 

aleatoria, 4 ratas Wistar hembra de 6 meses de edad; 2 del grupo OVX y 2 del grupo OLD. 

Los animales fueron pesados en una báscula digital y anestesiados. Se prepararon para la 

cirugía, rasurándolos y realizando asepsia en el área quirúrgica. Se realizó una incisión con 

bisturí #15 en una sola intensión de 2 cm de longitud en la zona ventral, se realizó disección 

roma con pinzas mosco-curvas para separar el tejido adiposo subcutáneo de la piel y se 

tomaron muestras, de aproximadamente 3 g (Fig. 7). El tejido se colocó en un tubo de 15 mm 

FALCON® con HBSS 1 % (Solución de Hank´s) para su transporte y su procesamiento 

inmediato en el cuarto de cultivos de GICTIT. Se suturó la herida con seda 3-0’s, técnica de 

puntos simples. Las ratas fueron medicadas con la terapia antes mencionada posterior a la 

cirugía. 

 

Fig. 7. Extracción de tejido adiposo; A) Proceso de extracción, B) Muestra de tejido adiposo. 
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Obtención y aislamiento de las MSCat 

En el cuarto de cultivos de GICTIT, LIO de la FESI se realizó la extracción de las MSCat a 

partir de la muestra de tejido adiposo previamente obtenida, en condiciones estériles en la 

cabina de Seguridad Biológica Clase II Tipo A2. 

Se realizaron 3 lavados del tejido con HBSS 1 %. Posteriormente, el tejido se disgrego 

con bisturí y hoja #11 sobre una caja Petri. La digestión enzimática se realizó con 3 ml de 

colagenasa tipo I al 0.01 % Gibco® e incubados en condiciones estándares durante 45 

minutos. Pasado este tiempo, la reacción fue inactivada con D/MEM Biowest® suplementado 

(D/MEMS) que contenía: D/MEM, FBS 10 % y Antibiótico al 1 % en una proporción 2:1, 

después fue tamizado por una malla de poro 100 µm, la solución obtenida se centrifugó a 

1040 rpm durante 10 minutos. Después de este proceso se obtuvieron 3 elementos: una capa 

de grasa del tejido adiposo, una capa acuosa y el botón celular (pellet) (Fig. 8). Se retiró el 

sobrenadante y al pellet se añadieron 3 ml de D/MEMS y se volvió a re-suspender, se repitió 

este procedimiento dos veces más. 

El pellet obtenido de la última centrifugación fue re-suspendido y se sembró en 1 frasco 

de cultivo de 25 cm2 e incubado a condiciones estándares de cultivo (atmósfera húmeda al 

95%, 5%CO2, a 37°C) en una incubadora Nuaire© 

 

Fig. 8. A) Disgregación mecánica del tejido adiposo; B) La flecha señala el pellet, posterior a la centrifugación. 
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Subcultivos 

Cuando el cultivo llegó a confluencia (células poblando la superficie del frasco en un 80 % 

aproximadamente) se realizó un lavado con HBSS 1 % y posteriormente, se agregó 1.5 ml de 

tripsina al 0.1% (0.25 % Trypsin/EDTA, 0.1 % in HBSS) Biowest®, se incubó en condiciones 

estándares durante 3 minutos y se inactivó la reacción enzimática de la tripsina con D/MEMS 

en proporción 2:1. Después, se centrifugo a 1040 rpm durante 10 minutos, se realizó el conteo 

celular y se sembró nuevamente incubando en condiciones estándares (las células empleadas 

para los constructos fueron las que se encontraban entre el 3er y 4to subcultivo).  

 

Conteo celular con cámara Neubauer 

Posterior a la centrifugación, el pellet celular fue resuspendido en 1 ml de D/MEMS. De esta 

resuspensión, se tomaron 50 µl que se colocaron en un eppendorf de 0.5 ml, se le agregaron 

50 µl de azul de tripano, se resuspendió nuevamente y se tomaron 10 µl para contar en la 

cámara Neubauer (Fig. 9).  

 

Fig. 9. Imagen de la cámara de Neubauer: A) es el grabado de la cámara (hematocitómetro) en la que, para nuestras células, se 
cuentan los cuadrados marcados con rojo. B) Solo contamos las células vivas, que se observan brillantes que no hayan sido 
teñidas por azul de tripano. C) Esquema del recuento de los campos dentro de los cuadrantes (los del margen rojo). 

 

Diferenciación al linaje osteogénico 

Posterior al sembrado celular de las MSCat en los frascos de cultivo, se separaron la cantidad 

de 7 frascos de 75 cm2 para colocarles MO, el cual contenía: D/MEMS, FBS 10 %, 

antibiótico/antimicótico 1 %, dexametasona 0.1 mM, beta-glicerol-fosfato 10 mM, ascorbato-

2-fosfato 10 mM. Se realizó el cambio de medio de cultivo, cada 3 días durante 14 días, 

posteriormente fueron sembradas sobre el PLA. 
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Acondicionamiento del PLA previo a su implantación 

El PLA fue cortado en rectángulos de 4 mm de largo por 3 mm de ancho, esterilizados con 

rayos UV durante 30 min y colocados en una placa de 96 pocillos, por 7 días, para permear 

los constructos y facilitar la colonización celular. Después de 7 días, se procedió al sembrado 

celular (1250 células X mm2), lo que equivale a 45 000 células. 

 

Sembrado celular 

Se suman cada uno de los cuadrantes (4 en cada cámara) y se saca el promedio de células 

contadas. Entonces, se puede calcular la concentración de células como: 

 

 

 

 

Una vez conociendo la cantidad total de células en 1ml, se realizó el siguiente cálculo para 

sembrar las células en el PLA (sembramos 1250 células x mm2). 

 

El sembrado de los andamios de PLA, se realizó en placas de 96 multipocillos 

previamente hidratado con D/MEMS, a los cuales, se les retiró el medio anterior y se les colocó 

D/MEMS o D/MEM osteogénico (MO), según el grupo de estudio, que se cambió cada tercer 

día y se mantuvieron así durante 14 días.  

 

Diseño del constructo 

Después de los 14 días de sembrados los andamios, se colocaron con sumo cuidado uno 

encima de otro, para poder tener en constructo en tricapa y que en cada capa tuviera células. 

Una vez hecho esto, se cambió el medio de cultivo y luego, se implantaron e los defectos 

óseos. 

 

N células / (4 × 10−4 mℓ) = N/4 × 104 células/mℓ 

Siendo N = nº total de células contadas en las 4 zonas. 
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Diseño quirúrgico del defecto óseo mandibular 

Transcurridos 8 meses posteriores a la ovariectomía, los animales fueron pesados y 

anestesiados. Se realizó una incisión de 1.5 cm a lo largo del borde inferior mandibular del 

lado izquierdo y disección roma, separando los músculos (masetero y buccinador), dejando 

expuesto el hueso mandibular. El defecto se realizó con un micromotor (Strong 210® Korea) y 

una fresa de bola del #4 a una velocidad menor a 1000 rpm, durante el proceso, se irrigó de 

manera constante con solución fisiológica. Las dimensiones del defecto fueron de: 4mm de 

largo (debajo de la línea oblicua externa), 3 mm de ancho y 1 mm de profundidad y fueron 

medidas con una sonda periodontal. Posteriormente, se colocaron las terapias 

correspondientes al grupo de estudio. Se suturó el músculo con ácido-poliglicólico (Vicryl) 4-

0’s, técnica de puntos separados (2 puntos). Para unir la piel, se suturó con seda 3-0’s, técnica 

puntos simples. Las ratas fueron medicadas con antibiótico y analgésico, con las dosis antes 

mencionadas post cirugía y monitoreadas hasta el sacrificio (30 días posteriores a la cirugía) 

(Fig. 10).  

 

Fig. 10. A) Medidas del diseño de defecto quirúrgico; B) Defecto al que se le coloca terapia celular; C) Defecto al 
que se le coloca PLA; D) Sutura en musculo masetero con vicryl 4-0’s, técnica de cruz (flecha blanca); E) Sutura 
en piel con seda 3-0’s, técnica de puntos simples. 
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Control radiográfico 

Para el registro del progreso de la enfermedad de Op en el hueso, se tomaron radiografías a 

los especímenes al inicio y al final del proceso de OVX. En un equipo Rayos X Dental Corix 

70 Plus USV Móvil, con películas radiográficas Dentales Carestream® de alto contraste y 

velocidad E de 31x41 mm. Con un tiempo de exposición de 0.5 seg.  

Para tomar las radiografías, los especímenes fueron pesados y anestesiados, 

colocados en una posición decúbito prono. 

 

Control de pesos 

Durante el estudio, los especímenes se pesaron de manera mensual en una báscula Digital 

Electrónica 0.1/1000 g de Gran Precisión marca KERN® para obtener el registro de los 

cambios en el peso.  

El primer peso registrado fue al momento de la entrega de los especímenes, los cuales 

contaban con 8 semanas de edad y 200 g de peso aproximadamente y el último peso 

registrado fue el día del sacrificio.  

 

Cuantificación de Ca+ en suero mediante el uso de espectrofotómetro 

El estudio se realizó en un Espectrofotómetro digital S2150- marca Único, con un rango de 

longitud de onda de 325-1000 NM, del LIO. 

La espectrofotometría estudia los fenómenos de interacción de la luz con la materia, 

por lo que pueden ocurrir algunos fenómenos: la luz se puede reflejar, transmitir o absorber.  

 En nuestro caso, utilizamos la espectrofotometría de absorción que usualmente, es 

usada con moléculas disueltas en un solvente transparente. La absorbancia depende 

linealmente de la concentración, lo que hace que esta técnica sea ideal para realizar 

mediciones cuantitativas. Esta técnica, es una excelente técnica para seguir reacciones de 

unión a ligando, catálisis enzimáticas y transiciones, conformacionales en proteínas y ácidos 

nucleicos. Las mediciones espectroscópicas son muy sensibles y se requieren pequeñas 

muestras de material para el análisis.  
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Al término del estudio, es decir, el día de la eutanasia, se tomaron muestras de sangre de los 

especímenes de los grupos OVX y OLD, mediante punción intracardiaca (aproximadamente 

1 ml) mediante una jeringa de 1 ml; debido a que, la localización para la punción asegura el 

bombeo cardiaco y esto ayuda a que la muestra no se coagule antes de obtener la cantidad 

adecuada (Fig. 11). 

 

Fig. 11. Fotografía del procedimiento de obtención de la muestra de sangre, en el momento de la punción 
intracardiaca. 

 
Una vez tomada la muestra se centrifugó a 3500 rpm durante 15 min, para obtener el plasma; 

esto para cuantificar niveles de Ca+ sérico a través de espectrofotómetro, un reactivo de o-

cresolftaleín complexona (o-CPC) (Ca-Color AA Wiener Lab. ®) a pH alcalino, que al actuar 

con el Ca+, da un complejo color magenta, el cual se mide a 570 nm. 

Posteriormente, se realizó el procedimiento de la preparación de los reactivos para 

hacer la lectura con el espectrofotómetro (Fig. 12).  

 

Fig. 12. Estudio en espectrofotómetro; A) Preparación de la cubeta con el reactivo, B) Cubeta colocada para la 
lectura.  
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Análisis estadístico 

Los datos de los experimentos se expresaron como la media SEM. Los análisis estadísticos 

se realizaron con el software estadístico GraphPad Prism 5.0 para Windows XP utilizando el 

método de ANOVA, Krus Karl Wallis con el test post hoc de comparación múltiple de 

Bonferroni (una cola) para comparar las medias. La significación estadística se estableció en 

* p<0.05.  
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Estudios Histológicos 

Durante el sacrificio, se tomaron las muestras mandibulares y fueron lavadas, se les retiró la 

piel y el musculo, y se fijaron en una solución de Paraformaldehído al 4% y un buffer de PBS 

pH 7.4. El procesamiento de las muestras fue realizado conforme al manual de 

“Procedimientos básicos para el Laboratorio de Apoyo y Diagnóstico” realizado por el Dr. 

Germán Isauro Garrido Fariña. 

Las muestras fueron descalcificadas con ácido nítrico al 7.5 % en formalina 

amortiguada al 5.2 % durante 14 días. Posteriormente, se lavaron con agua corriente y se 

mantuvieron 24 hrs. en carbonato de litio al 2.5 % y formalina amortiguada al 3.7 %. Después 

de 24 hrs en la mencionada solución, se volvieron a enjuagar con agua corriente y se 

comprobó la maleabilidad del hueso. Posteriormente, las mandíbulas fueron cortadas con una 

hoja de micrótomo de bajo perfil en sentido vertical siguiendo el eje longitudinal del defecto (al 

principio del defecto) (ver Fig. 13).  

 

Fig. 13. Fotografía del momento en el que se realizó la sección mandibular sobre el eje longitudinal (separando 
porción anterior de posterior). 

Después de la deshidratación, las muestras fueron incluidas en parafina durante 2 horas, 

posteriormente, se incluyeron en parafina II por 2 horas a 48°C, y se realizaron los bloques 

histológicos. 

Los cortes histológicos fueron realizados en un Microtomo Leyca® con cuchillas 

desechables de perfil bajo, tomados de forma seriada de entre 3-4 µm de espesor, puestos 

para su expansión en un baño de flotación y con albúmina de Mayer fueron colocados sobre 

el portaobjetos. Posteriormente, puestos en la platina térmica y finalmente, se dejaron en la 

estufa a 55°C durante 1 hr para su adherencia.  
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Se realizó la tinción H&E (revisar anexo) siguiendo el protocolo de rutina. Se utilizó resina 

sintética para fijar el cubreobjetos. 

Las muestras fueron observadas en el microscopio óptico Microscopio Zeiss®, modelo 

AxioLab A1 a 10x, 20x y 40x. Las fotografías fueron tomadas con una Cámara Canon® tipo 

Reflex Eos T5 y analizadas con el programa ZEN®. Posteriormente, las imágenes fueron 

editadas con el programa Photoshop versión CC 2015. 
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RESULTADOS 

Evaluación radiográfica de mandíbula y miembro inferior de rata 

Miembro inferior: en el grupo OVX se observó de manera inicial (Fig.14 A, inciso a), un hueso 

compacto con buena radiopacidad. En la zona de la diáfisis y meseta tibial, destacan, áreas 

con radiopacidad marcada en la zona cortical. Mientras que, en la radiografía OVX final (Fig.14 

A, inciso b), el espacio correspondiente al hueso trabecular de la zona de la meseta tibial, se 

observó mayor radiolúcidez, mientras que, en la zona del hueso cortical, una radiopacidad 

menos marcada. En el grupo OLD, en la radiografía inicial (Fig.14 A, inciso c), observamos 

una rata sana y joven, con buena radiolúcidez en la zona cortical de la diáfisis tibial, en 

comparación a la radiografía final (Fig.14 A, inciso d), donde se nota una pérdida de la 

densidad ósea, cercana al margen óseo del periostio. 

 

Mandíbula: en el grupo OVX, en la radiografía inicial (Fig.14 B, inciso a), se observa 

radiopacidad marcada en la zona del diastema (entre el incisivo y el primer molar) y en la línea 

oblicua externa de la mandíbula y en la radiografía final (Fig.14 B, inciso b), se muestra el 

hueso mandibular radiolúcido, tanto en la zona del diastema como en la zona del cuerpo 

mandibular (ver Fig. 14B inciso b). En el grupo OLD, en la radiografía inicial (ver Fig. 14B 

inciso c) se logra ver una radiopacidad más marcada en la zona del diastema y de la línea 

oblicua externa, sin embargo, aunque en la radiografía final (ver Fig. 14B inciso d), se nota la 

pérdida de densidad ósea en las zonas antes mencionadas, no es tan marcada como en la 

radiografía final del grupo OVX. 
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Fig. 14. A) Radiografías de miembro inferior derecho de rata, donde se observa la epífisis distal del fémur, el disco 
articular, la meseta tibial, la cabeza del fémur, diáfisis del peroné y tibia; a) Radiografía inicial del grupo OVX, b) 
Radiografía final del grupo OVX, c) Radiografía inicial del grupo OLD, d) Radiografía final del grupo OLD. Con la 
flecha amarilla indicamos la zona en la que se notaron más cambios en la densidad ósea. 

 

 

B) Radiografía de la mandíbula de rata, se observan los incisivos, molares, cuerpo mandibular y parte del ángulo 
mandibular; a) Radiografía inicial del grupo OVX, b) Radiografía final del grupo OVX, c) Radiografía inicial del grupo 
OLD, d) Radiografía final del grupo OLD. Con la flecha amarilla indicamos la zona en la que se notaron más 
cambios en la densidad ósea. 
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Análisis de pesos de los grupos OVX y OLD 

Se realizó una comparación entre los pesos de los especímenes OVX y OLD, donde 

observamos diferencias de peso entre ambos grupos (ver Gráfica 1).  

En el grupo OVX, el peso más alto registrado antes del sacrificio fue de 503 g y el 

menor peso registrado fue de 345 g. En el grupo OLD, el peso más alto registrado fue de 399 

g y el menor fue de 368 g. 

La mediana está representada por la línea en la caja, en nuestro caso la mediana del 

grupo OVX fue de 415 g con pesos entre el segundo cuartil y el tercer cuartil (Q2-Q3) de entre 

350 y 420 g; mientras que la mediana del grupo OLD fue de 325 gramos, con pesos entre el 

segundo cuartil y el tercer cuartil (Q2-Q3) de entre 290 y 360 g. La significación estadística 

fue de *** p<0.0001 (ver Graf. 2). 

El mayor aumento de peso se observó en el grupo OVX, donde se notó un aumento 

de hasta un 100 % del peso inicial.  

 

Gráfica 1. Comparación de peso entre OVX y OLD. Donde *** p<0.0001  



 

 
45 

 

Concentración de Ca+ en suero 

Primero se realizó una curva patrón para poder calcular la concentración de Ca+, según las 

instrucciones del fabricante (revisar anexo 3) (muestras color verde); posteriormente se midió 

la absorbancia, obteniendo así, los datos de concentración y absorbancia de las muestras de 

suero total de los especímenes y se introdujo la información en la ecuación despejada que 

describe la relación absorbancia/concentración, que se obtuvo previamente de la curva patrón 

(ver Gráfica 3).  

 

Gráfica 3. Comparación de concentración de Calcio en suero entre OVX (verde) y OLD (azul). 

 

Con esto, se observó la diferencia entre las muestras OLD (color azul) y OVX (color amarillo) 

debido a que estos valores no se encuentran dentro de los valores de referencia (color verde). 
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Resultados de la observación clínica de grupos OVX y OLD 

Grupo OVX y OLD: 

• Ninguno de los especímenes presentó complicaciones quirúrgicas o alguna otra 

alteración al momento de la OVX. 

• Ninguno de los especímenes presentó fracturas durante los 8 meses post-OVX 

• No se presentaron procesos de infección. 

• Los especímenes continuaron con su alimentación normal post cirugía. 

• No se presentaron procesos de infección.  

• Todos los especímenes cicatrizaron de acuerdo a lo esperado.  

 

Resultados morfológicos de grupos OVX y OLD 

Posteriormente, en el momento de los sacrificios, al tomar las muestras de mandíbula, se 

tomaron fotografías digitales para observar los tejidos macroscópicamente. Se observó que 

en ambos grupos (OVX y OLD), la mandíbula se encontraba intacta y se podían observar 

todas las estructuras anatómicas adecuadamente (ver Fig. 15).  

 

Fig. 15. Estructuras anatómicas de la mandíbula. Muestra del grupo OVX con terapia de PLA+MSCat. Observamos 
estructuras como: apófisis coronoides (naranja), escotadura mandibular (rosa pastel), apófisis condilar (morado), 
ángulo mandibular (verde aqua), tuberosidad maseterina (amarillo), cuerpo mandibular (magenta), rama 
mandibular (azul), zona de molares (verde), incisivo (rojo), diastema (blanco) y línea oblicua externa (negro). 
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En la imagen se muestran las mandíbulas intactas del grupo OLD y OVX (ver Fig. 16 A y B). 

 

Fig. 16. Foto macroscópica: A) Muestra del grupo OLD intacta; B) Muestra del grupo OVX intacta. En el 
rectángulo azul se muestra el área del defecto. 

 

En el grupo PLA se observó el biomaterial presente, cubierto por tejido de reparación. En la 

muestra del grupo OLD (ver Fig. 17 A) se ve un abultamiento mayor, de tejido duro en el sitio 

del defecto, en comparación con la muestra del grupo OVX (ver Fig. 17 B). 

 

Fig. 17. Foto macroscópica: A) Muestra del grupo OLD con terapia de PLA; B) Muestra del grupo OVX con terapia 
de PLA. En el rectángulo azul se muestra el área del defecto. 

 

En el grupo PLA+MSCat, se observó el biomaterial en ambos grupos OLD y OVX. En la Fig. 

18, se muestra el grupo OLD (ver Fig. 18 A) donde el biomaterial no fue cubierto al 100%, sin 

embargo, en el grupo OVX (ver Fig. 18 B) se rebasó el grosor del hueso y el biomaterial se 

encontraba envuelto por una cápsula de tejido blando. 

 

Fig. 18. Foto macroscópica: A) Muestra del grupo OLD con terapia de PLA+MSCat; B) muestra del grupo OVX 
con terapia de PLA+MSCat. En el rectángulo azul se muestra el área del defecto. 

A)          B) 

A)          B) 

A)          B) 
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En el grupo OLD PLA+MSCost, el biomaterial se integró adecuadamente al tejido y dentro de 

los límites del defecto, sin presencia de una cápsula que lo rodeara (ver Fig. 19 A), mientras 

que el grupo OVX PLA+MSCost, la cápsula fue evidente, aunque de un tamaño menor en 

comparación con el grupo OLD PLA+MSCat (ver Fig. 19 B).  

 
 
Fig. 19. Foto macroscópica: A) Muestra del grupo OLD con terapia de PLA+MSCost; B) Muestra del grupo OVX 
con terapia de PLA+MSCost. En el rectángulo azul se muestra el área del defecto. 

 

El grupo MSCat, se observa en ambas muestras OLD y OVX (ver Fig. 20) que existe 

reparación del defecto de aproximadamente del 90-95 %., sin embargo, en el grupo OVX se 

observa una ligera concavidad en la zona del defecto (ver Fig. 20 B), mientras que, en el grupo 

OLD se observa un ligero abultamiento (ver Fig. 20 A).  

 
 
Fig. 20. Foto macroscópica: A) Muestra del grupo OLD con terapia de MSCat; B) Muestra del grupo OVX con 
terapia de MSCat. En el rectángulo azul se muestra el área del defecto. 

  

A)          B) 

A)          B) 
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El grupo MSCost, en ambas muestras OLD y OVX (ver Fig. 21) el defecto se reparó 

aproximadamente en un 95 %. En la muestra OLD, se puede ver un ligero aumento de 

volumen en la zona del defecto (ver Fig. 21 A), mientras que, en el grupo OVX, la mandíbula 

se encuentra reparada, sin aumento de volumen (ver Fig. 21 B).  

 
 

Fig. 21. Foto macroscópica: A) Muestra del grupo OLD con terapia de MSCost; B) Muestra del grupo OVX con 
terapia de MSCost. En el rectángulo azul se muestra el área del defecto. 

 

 

El grupo Sham (cirugía sin terapia) existe tejido de reparación en aproximadamente 80 % del 

defecto en el grupo OLD; en el grupo OVX Sham se observa una ligera depresión en el cuerpo 

de la mandíbula, el defecto no se observa relleno (ver Fig. 22 B).  

 
 

Fig. 22. Foto macroscópica: A) Muestra del grupo OLD Sham; B) Muestra del grupo OVX Sham. 

  

A)          B) 

A)          B) 
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Resultados histológicos 

Histológicos de fémur 

Se analizaron los cortes histológicos del fémur obtenidos de las muestras de los especímenes 

de los grupos OVX y OLD observando la epífisis proximal. Se comparó la histología entre los 

grupos, los cuales fueron cortados siguiendo el eje longitudinal del hueso. Con el fin de 

comprobar los cambios que tiene el hueso ante la presencia de una enfermedad ósea como 

la Op. En los cortes, se observó la cortical, el hueso trabecular, el periostio, las líneas de 

crecimiento óseo y el espacio medular. 

En la muestra de fémur del grupo OVX, se observó un menor número de trabéculas, 

sobre el hueso compacto, con pocos espacios vasculares (flecha negra) en la zona del 

hueso cortical, el periostio (flecha verde) y endostio (flecha azul) se observan más delgados 

(ver 

Fig. 23 B) y hay una mayor cantidad de cartílago (ver 

Fig. 23 C).  
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Fig. 23. A) Muestra teñida con H&E de la epífisis proximal del fémur del grupo OVX, tomada a 10x; B) Acercamiento 

a 20x de la superficie externa del fémur, donde: verde: periostio, azul: endostio, ★: médula ósea; C) Acercamiento 

a 20x del disco epifisiario, observando el crecimiento cartilaginoso. Se observa que el espacio trabecular (inciso A) 
es más amplio que en una rata OLD (Figura 24 A), se nota mucho más delgado el periostio y el endostio en la 
superficie externa del hueso en una rata OVX que en el de la muestra OLD.  
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En las muestras de fémur del grupo OLD, se observó un mayor número de trabéculas. En la 

zona del hueso compacto, se encuentran pocos espacios vasculares (flecha negra), mientras 

que el periostio (flecha azul) y el endostio (flecha verde) es más ancho (ver Fig. 24 B), existe 

poca proliferación de cartílago (ver Fig. 24 C). 

 

 
Fig. 24. A) Muestra teñida con H&E de la epífisis proximal del fémur del grupo OLD, tomada a 10x; B) Acercamiento 

a 20x de la superficie externa del fémur, donde: azul: periostio, verdel: endostio, ★: médula ósea; C) Acercamiento 

a 20x del disco epifisiario, observando el crecimiento cartilaginoso. Se observa que el espacio trabecular (Inciso 
A) tiene un mayor número de trabéculas respecto a una rata OVX (Figura 23 A). 

 

Observamos que en general, en los huesos del fémur del grupo OVX se observaron 

espacios trabeculares más amplios en comparación con el grupo OLD. También en el grupo 

OVX las trabéculas se observaron más delgadas con mayos espacio entre ellas relleno de 

médula ósea y un hueso cortical más estrecho. También, el espacio del periostio y endostio 

en la superficie externa del hueso, fue más delgado en el grupo OVX que en el grupo OLD 

(ver  
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Fig. 23 y Fig. 24).   
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Histológicos mandibulares 

Para la descripción histológica de las muestras mandibulares, se tomó en cuenta lo siguiente: 

• Tejido conectivo: es el tejido que sostiene, protege y ayuda en la estructura de otros 

tejidos. También ayuda en el transporte de nutrientes mediante los capilares. Está 

compuesto por células, fibras y sustancia extracelular abundante.  

o Tejido conectivo laxo: tejido que contiene fibras de colágeno y elastina, 

contiene abundante matriz extracelular. Histológicamente, podemos observar 

muchos fibrocitos con núcleos pequeños. 

o Tejido conectivo denso: predominan fibras colágenas sobre la sustancia 

fundamental amorfa. En este tejido encontramos fibrocitos, encontramos una 

menor diversidad de tipos celulares.  

▪ Tejido conectivo regular o modelado: posee una matriz extracelular con 

gran cantidad de fibras colágenas discurren muy apretadas y orientadas 

de forma paralela. Podemos encontrarlo en tendones y ligamentos 

principalmente.  

▪ Tejido conectivo irregular o no modelado: las fibras colágenas forman 

redes tridimensionales, son mucho más gruesas y numerosas en 

comparación con el laxo. Está compuesto principalmente por fibrocitos, 

histológicamente, solo logra verse el núcleo aplanado relativamente 

oscuro.  

  



 

 
55 

 

Se realizaron cortes transversales sobre el eje longitudinal a las muestras mandibulares, 

dividiendo la porción anterior de la posterior (ver Fig. 13). Así, se observaron diferentes 

estructuras como: diente, pulpa, ligamento periodontal, hueso trabecular y maduro, nervio, y 

algunos capilares (ver Fig. 25). Las imágenes fueron tomadas a 10x y las zonas de interés a 

20x, teñidas con la técnica Hematoxilina-Eosina (H&E). 

 

 

Fig. 25. Muestra teñida con H&E de una mandíbula de una rata del grupo OVX intacta, tomada a 10x, donde: D: 
diente, P: pulpa; HM: hueso cortical maduro; LP: ligamento periodontal; N: espacio del nervio; M: médula ósea.  
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Fig. 26. Observamos la zona del defecto con diferentes áreas identificadas sobre él.  Muestra teñida con H&E de 
una mandíbula de rata del grupo OLD intacta, tomada a 10x de la zona del defecto mandibular, en donde se 
describe: borde superior e inferior, área externa (periostio) y el área interna (ligamento periodontal) y zona centro 
del defecto. 
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Grupo OVX-SHAM 

En todas las muestras, se observó que el defecto no reparó por completo, aunque, existía 

tejido conectivo que rellenó los defectos y disminuyo con ello, el grosor de la cortical. En la 

imagen, la zona centro presentó tejido conectivo, al igual que en el área interna, ambas sin 

evidencia de neoformación ósea. En el área externa, se observó que los bordes del defecto 

parecían afrontados, aunque sin evidencia de neoformación ósea. En el borde superior, se 

observó la presencia de vasos sanguíneos (flecha azul) y en el borde inferior, existe tejido 

conectivo con características de denso regular (flecha roja) y una gran cantidad de células 

sanguíneas (ver Fig. 27). 

 

 

Fig. 27. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula de una rata Sham (sin terapia) del grupo OVX-SHAM, 10x, 
donde: D: diente, P: pulpa, HM: hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, M: médula ósea; B) 
Acercamiento a 20x de la zona central del defecto. Existe la presencia de vasos sanguíneos y ligamento periodontal 
(flecha azul) y tejido conectivo denso regular (flecha roja).  
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Grupo OVX-PLA 

En todas las muestras, se observó que el biomaterial se encontraba aún presente en la zona 

del defecto y en proceso de sustitución por tejido conectivo irregular, principalmente cerca del 

área interna. En la zona centro, se observaron las tres capas del biomaterial integrado por 

tejido conectivo (recuadro naranja). En el área externa, la última capa estaba aparentemente 

más reabsorbida. En el área interna, se observó una gran cantidad de células, algunas con 

apariencia de fibroblastos, de células mesenquimales o células linfoides mononucleadas. En 

el borde superior, existen algunos vasos sanguíneos (fecha azul), tejido con apariencia de 

osteoide (flecha verde) y presencia de posible neoformación ósea (flecha amarilla). El 

biomaterial se rodeó de tejido conectivo laxo, y entre cada capa. El defecto comenzó a 

repararse y la cortical mandibular conservo su volumen (ver Fig. 28). 

 

 

Fig. 28. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula de una rata con terapia de PLA del grupo OVX-PLA, 10x, 
donde: D: diente, P: pulpa, HM: hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, N: espacio del nervio, PLA: ácido 
poli-láctico; B) Acercamiento a 20x de la zona superior del defecto. Se observa la presencia de vasos sanguíneos 
en el borde superior, inferior y el área externa del defecto (flecha azul), tejido organizado con apariencia de osteoide 
en el área interna del defecto (flecha verde) y posible neoformación ósea (flecha amarilla). En el biomaterial se 
infiltró tejido conectivo laxo (recuadro naranja). 
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Grupo OLD-PLA 

En todas las muestras, el biomaterial rellenó los defectos y se encontraba en proceso de 

sustitución, por tejido conectivo laxo y tejido osteoide, no en todas las muestras fue posible 

observar las tres capas del biomaterial. En la imagen, la zona centro, existe posible 

neoformación ósea (flecha verde). Se observaron células gigantes multinucleadas en el área 

interna y externa del defecto (flecha amarilla y azul). En el borde superior e inferior (el recuadro 

naranja) se observaron algunos vasos sanguíneos, células mononucleares y células con 

apariencia fibroblastoide. El biomaterial, mantuvo su estructura original y ayudo a rellenar 

efectivamente los defectos, aunque, el defecto no estaba reparado en su totalidad (ver Fig. 

29). 

 
 

Fig. 29. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula del grupo OLD-PLA, a 10x, donde D: diente, P: pulpa, HM: 
hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, N: espacio del nervio, PLA: ácido poli-láctico; B) Acercamiento 
a 20x de la zona inferior del defecto. Se observó la posible neoformación ósea en la zona centro del defecto (flecha 
verde). Se aprecian células mononucleadas, gigantes multinucleadas y células con apariencia de fibroblastos en 
el área interna y externa del defecto (flecha amarilla y azul). Se observa el tejido conectivo infiltrando el biomaterial 
(recuadro naranja).  
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Grupo OVX-MSCat 

En todas las muestras, se observó neoformación ósea en la periferia del defecto con gran 

número de células con núcleos centrales alrededor de la zona del defecto. En la imagen, sobre 

la zona centro, hay presencia de posible tejido conectivo con células mononucleares y 

alargadas similares a los fibroblastos. En el área interna, el ligamento periodontal mantuvo 

una apariencia normal y zonas de neoformación ósea (flecha verde). En el borde superior e 

inferior del defecto, se observaron vasos sanguíneos y gran número de células de tejido 

conectivo (flecha azul). El defecto no se encontraba totalmente reparado (ver Fig. 30). 

 

Fig. 30. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula del grupo OVX-MSCat, a 10x, donde D: diente, P: pulpa, 
HM: hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, N: espacio del nervio; B) Acercamiento a 20x de la zona 
inferior del defecto. Se aprecian algunos vasos sanguíneos (flecha azul) y tejido conectivo, con abundantes células 
mononucleares y con apariencia fibroblastoide (recuadro rojo), neoformación ósea (flecha verde).  
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Grupo OLD-MSCat 

En todas las muestras, se encontró presencia tejido conectivo regular y de vasos sanguíneos, 

así como hueso neoformado cerrando los defectos, pero con un grosor disminuido de la 

cortical ósea. En la imagen, la zona centro perdió la continuidad, sin embargo, en el área 

interna, se observa tejido conectivo con células mononucleadas. Los bordes superior e inferior 

del defecto, se observó tejido conectivo con abundante matriz extracelular y pocas células 

mononucleadas. En algunos casos, en los límites del defecto, se observó tejido osteoide o 

neoformado con una apariencia más organizada, visto de afuera hacia adentro. Aunque el 

defecto no se reparó completamente, aparenta que los bordes se acercaron con reparación 

de afuera hacia adentro (ver Fig. 31).  

 

Fig. 31. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula del grupo OLD-MSCat, 10x, donde D: diente, P: pulpa, HM: 
hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, N: espacio del nervio; B) Acercamiento a 20x de la zona centro 
del defecto. Se observan células mononucleares en el borde superior (flecha roja) y tejido conectivo en el borde 
inferior del defecto (recuadro azul), neoformación ósea (flecha verde) y periostio (flecha negra) en la zona externa 
del defecto.  
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Grupo OVX-MSCost 

En todas las muestras, se observó que la zona centro del defecto presento tejido conectivo 

con características de denso. En la imagen, se observó un aumento de volumen, lo que 

sugiere una reparación/regeneración excesiva en cuando a los límites del defecto, al igual 

que, un aumento en el número de células que conservan sus características normales. En la 

zona centro, fue posible observar tejido con características de osteoide, que se pigmento con 

un color más rosa (flecha roja), y células similares a osteocitos, con forma de lagunas 

osteocitarias vacías (flecha verde) en su interior. En el área interna y externa, se observó gran 

cantidad de células mononucleares. En el borde superior e inferior del defecto, se notaron 

algunos vasos sanguíneos, al igual que gran cantidad de células linfoides y de apariencia 

fibroblastoide, haciendo evidente en donde comenzaba el tejido óseo maduro. En este grupo, 

se logró ver que el defecto reparó de buena forma, totalmente relleno con neoformación ósea 

en forma de lagunas (ver Fig. 32).  

 
 
Fig. 32. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula del grupo OVX-MSCost, 10x, donde D: diente, P: pulpa, 
HM: hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, N: espacio del nervio, HN: hueso nuevo (neoformado), M: 
médula ósea; B) Acercamiento a 20x de la zona superior del defecto. Sobre la zona centro del defecto, fue posible 
observar tejido con características de osteoide, que se pigmento menos, con un color más rosa (flecha roja), y que 
presento en su interior células similares a osteocitos, en algunos casos con forma de lagunas osteocitarias vacías 
(flecha verde).  
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Grupo OLD-MSCost 

En todas las muestras, en la zona centro, se observó presencia de tejido conectivo con 

características de denso irregular y tejido osteoide. En la imagen, los bordes del defecto 

cerraron con presencia de tejido óseo, tanto hueso viejo de los bordes hacia el centro, como 

tejido con características de osteoide del centro hacia afuera, con lagunas osteocitarias dentro 

del defecto (en la zona centro). Se observa el ligamento periodontal y tejido conectivo con un 

gran número de células con apariencia de fibroblastos tanto en el área interna y externa que 

rellenan el defecto. En casi todas las muestras de este grupo se observó el cierre del defecto, 

los bordes se observaron más cercanos, con un cierre de afuera hacia dentro (ver Fig. 33). 

 

Fig. 33. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula de una rata con terapia de MSCost del grupo OLD, tomada 
a 10x, donde D: diente, P: pulpa, HM: hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, B) Acercamiento a 20x de 
la zona central del defecto. En el borde superior, se observan vasos sanguíneos (flecha azul), en la parte interna 
del defecto, presenciamos restos de material extraño en la zona centro del defecto (flecha amarilla) al igual que, 
posible tejido osteoide (recuadro rojo). 
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Grupo OVX-PLA+MSCat 

En todas las muestras, se observó un ensanchamiento de la cortical mandibular, al igual que 

presencia de tejido conectivo con características de regular, con el material rellenando por 

completo el defecto y sin sobrepasar sus límites. En la imagen, en la zona centro, se observa 

el PLA, pero únicamente dos capas, la tercera, no es claramente distinguible entre el tejido 

conectivo regular. Se observaron áreas muy pequeñas de tejido con características de 

osteoide (se observó teñido de un color más rosa) (flechas azules). En el área interna, el 

ligamento periodontal se conservó delgado y sin evidencia de inflamación. En el área externa, 

el tejido conectivo y neoformado no sobrepasaron los límites del defecto. En los bordes 

superior e inferior del defecto, se observó claramente delimitado el hueso previo, que formaba 

las paredes del defecto. El defecto se rellenó del biomaterial en proceso de reabsorción 

infiltrado por tejido conectivo con lagunas de tejido osteoide (ver Fig. 34). 

 

Fig. 34. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula del grupo OVX-PLA+MSCat, 10x, donde D: diente, P: pulpa; 
HM: hueso cortical maduro; LP: ligamento periodontal; N: espacio del nervio; PLA: ácido poli-láctico; M: médula 
ósea; B) Acercamiento a 20x de la zona central superior del defecto. En el interior del defecto observamos 
degradación del PLA en las zonas superior e inferior, externa e interna, y neoformación ósea (flechas azules).  
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Grupo OLD-PLA+MSCat 

En todas las muestras, el biomaterial se integró prácticamente por completo, además, se 

dificulta la localización de biomaterial remanente, ya que, posiblemente, se encontraba en 

proceso de degradación integrado con el tejido conectivo y son células que proliferaron en él 

y se conservó el grosor de la cortical ósea. En la imagen, se notó una disminución del tamaño 

del defecto, en la zona centro, se observó tejido conectivo denso organizado (recuadro rojo).  

En el área interna, el ligamento periodontal no presentó inflamación. En el borde superior, el 

tejido óseo remanente que conservó la anchura de la cortical. Hacia el borde inferior, se nota 

reunión de células gigantes conformadas por macrófagos (flechas azules) y tejido conectivo 

(recuadro rojo) hacia el área externa Los defectos se observaron rellenos y con tejido 

conectivo en su interior con gran cantidad de células (ver Fig. 35). 

 

Fig. 35. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula del grupo OLD- PLA+MSCat, 10x, donde D: diente, P: pulpa; HM: 
hueso cortical maduro; LP: ligamento periodontal; N: espacio del nervio; PLA: ácido poli-láctico; M: médula ósea; B) 
Acercamiento a 20x de la zona superior del defecto. Hacia el borde inferior, se nota reunión de células gigantes 
conformadas por macrófagos (flechas azules) y tejido conectivo (recuadro rojo) hacia el área externa.   
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Grupo OVX-PLA+MSCost 

En este grupo los defectos no se observaron claramente delimitados ya que se observó el 

cierre de los mismos con una cortical más delgada. En la imagen, el tejido óseo cerró el 

defecto desde el área externa hasta la zona centro de donde estaba el defecto, es hueso 

neoformado con osteocitos dentro de sus lagunas osteocitarias y vasos sanguíneos, sin 

embargo, el grosor de la cortical no mantuvo la misma anchura (línea punteada amarilla). En 

el área interna, el ligamento periodontal contiene una mayor cantidad de matriz extracelular, 

con presencia de apariencia fibroblastoide. En el área externa, el hueso neoformado, se rodeó 

de tejido conectivo en la superficie, lo que sería el periostio (recuadro rojo). En los bordes 

superior e inferior, se observan los límites del hueso viejo y nuevo, más evidente en el borde 

inferior (ver Fig. 36).  

 

Fig. 36. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula del grupo OVX-PLA+MSCOST, 10x, donde D: diente, P: 
pulpa, HM: hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, N: espacio del nervio, M: médula ósea, HN B) 
Acercamiento a 20x de la zona central del defecto. Se observa una zona de regeneración ósea (recuadro rojo), y 
presencia de tejido conectivo en la zona interna y externa del defecto (línea punteada amarilla). 
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Grupo OLD-PLA+MSCost 

En todas las muestras se observó sobrecrecimiento de tejido por afuera de los bordes del 

defecto que se realizó. En la zona centro del defecto, no se observaron claramente las capas 

del PLA (flecha amarilla) ya que estas se integraron y fueron colonizadas por tejido conectivo, 

se observó tejido óseo nuevo, en forma de red en el centro del defecto y en el centro del 

biomaterial, este tejido óseo nuevo con la tinción se observó más rosa, el crecimiento de tejido 

óseo nuevo parece ser de adentro hacia afuera con numerosas lagunas osteocitarias, algunas 

vacías (aparentemente) (flecha roja) y claramente diferente del hueso remanente de los 

bordes superior e inferior del defecto. Por otro lado, en el área interna, se visualiza el ligamento 

periodontal con apariencia normal y de tejido conectivo y en el área externa, se observó 

sobrecrecimiento de aparente tejido conectivo con gran número de células mononucleadas 

con forma fibroblastoide (recuadro azul). En el borde superior se observó mejor el límite del 

defecto con hueso antiguo y en los bordes inferiores no siempre se observó de forma clara 

(ver Fig. 37).  

 

Fig. 37. A) Muestra teñida con H&E de una mandíbula del grupo OLD- PLA+MSCost, 10x, donde D: diente, P: 
pulpa, HM: hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, PLA: ácido poli-láctico, M: médula ósea, B) 
Acercamiento a 20x de la zona central del defecto. Se observa que el PLA (flecha amarilla) está siendo 
reemplazado por tejido conectivo en la zona central del defecto (recuadro azul) y en el área externa del defecto, 
neoformación ósea (flecha roja).  
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DISCUSIÓN 

Actualmente, la MR es un campo de investigación amplio que, en conjunto con la IT, nos 

ofrece nuevas terapias para la reparación/regeneración de tejidos, a partir de la utilización de 

MSC y biomateriales. Estas disciplinas en conjunto, nos permiten ofrecer nuevas opciones de 

tratamiento a los pacientes, ya que día a día, aumenta el número de pacientes con Op, 

afectando los huesos y en especial al tejido óseo mandibular, es importante probar la eficacia 

de estas nuevas terapias en modelos animales (Hendrijanti, 2019) (Taguchi, 1996). 

Los dentistas tienen un papel importante en el diagnóstico temprano de la Op, debido 

a que, uno de los medios de diagnóstico más utilizados son las radiografías panorámicas, en 

las que se puede observar claramente los cambios en el tejido óseo, sobre todo, en el hueso 

mandibular (Tounta, 2017) (Khojastepour, 2019). 

En este trabajo, se utilizó un modelo de Op inducido mediante OVX en el que se realizó 

un defecto crítico en mandíbula, previamente estandarizado (Trejo-Iriarte, 2019) y que se 

realizó con el fin de evaluar la capacidad para promover la regeneración ósea de un constructo 

de PLA y MSCost.  

El modelo de rata OVX es un modelo preclínico confiable y aprobado por la 

Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) (Thompson D. D., 1995). Como grupo 

control, se emplearon ratas envejecidas a la par que el modelo (grupo OLD). En todos los 

grupos empleamos a las ratas en etapa “sexualmente madura”, es decir, empleamos ratas 

Wistar hembra de más de 3 meses de edad (Sengupta P., 2013).  

Después de 5 meses (150 días aprox.) posteriores a las OVX, se observaron cambios 

radiográficamente visibles en la cortical ósea, tanto en la mandíbula, como en la tibia. 8 meses 

post-OVX (240 días/ 32 semanas) hubo cambios notables en el peso corporal y alteraciones 

en la concentración de Ca+ en sangre (disminución); datos que coinciden con los reportados 

por Brem y cols. en 2004 (Brem, 2004), quienes también emplearon hembras Wistar de 3 

meses de edad y notaron cambios desde el 6o mes (180 días aprox.), como disminución de la 

cortical ósea, aumentos significativos de peso y alteraciones en la concentración de Ca+ en 

sangre (disminución).  
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Existen estudios que no reportaron cambios en la cortical mandibular en ratas OVX, pero se 

debió principalmente, a que el tiempo que usaron que fue de 12 semanas o menor post-OVX 

(Sengupta S, 2005). (Leitner MM, 2009). En el caso del modelo OLD, se utilizaron ratas sanas 

que envejecieron al mismo tiempo y aunque aumentaron de peso y tuvieron cambios en la 

concentración de Ca+ en sangre (disminución), son datos que cuando fueron comparados con 

del grupo OVX fueron mucho menores.  

En los resultados histológicos, en el grupo OVX, los espacios trabeculares se 

observaron más amplios y con mayor proporción de espacios con medula ósea, en 

comparación con el grupo OLD, que presentó mayor grosor del hueso cortical y con osteocitos 

distribuidos de manera regular en el tejido, lo que es congruente, con lo reportado en estudios 

previos, que han demostrado esta diferencia en la estructura ósea mediante CT, y cuyos 

principales hallazgos fueron que, después de 9 semanas post-OVX hay un volumen óseo 

alveolar reducido y una separación trabecular aumentada (Tanaka M., 2002.) (Irie K., 2004.), 

por lo que, la estabilidad del hueso alveolar que soporta directamente los molares se ve 

comprometida (Ames, 2010). Para este estudio, fue importante que se observaran estos 

cambios trabeculares, así como la disminución en el grosor cortical y que con esto se pudiera 

comprobar que el procedimiento de OVX fue adecuado para desarrollar la Op, y que está si 

afecta al hueso al mandibular. 

En otro estudio (Yang, 2005) reportaron que en las ratas que estudiaron a 52 semanas 

después de la OVX (13.5 meses) observaron un menor grosor cortical mandibular; y también 

un mayor espacio del ligamento periodontal, de igual forma, en ésta tesis, se observó un 

menor grosor en la cortical y el espacio del ligamento periodontal más ensanchado en el grupo 

OVX, en comparación con el grupo OLD. 

En el caso del biomaterial, empleamos PLA al 10% hecho mediante la técnica de 

electrohilado, que fue previamente probado por Granados-Hernández y cols (Granados, 2017) 

quienes demostraron su alta biocompatibilidad in vitro e in vivo; cuando sembraron en él 

células mesenquimales de la médula ósea, las cuáles aumentaron su proliferación a partir del 

día 7 al 21, por ello, en esta tesis se eligió sembrar y cultivar las MSCat y MSCost sobre el 

PLA hilado durante 14 días antes de injertarlo en los defectos mandibulares. 
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En otro estudio Granados-Hernández y cols (Granados-Hernández MV, 2018) publicaron que 

tanto in vitro como in vivo, el biomaterial tarda en degradarse más de 100 días, lo que lo hace 

ideal para aplicarlo como injerto en defectos óseos. En esta tesis, se comprobó que el PLA al 

10% demostró ser buen andamio para las células, además de contar con buenas propiedades 

mecánicas y de porosidad y que se degrado adecuadamente, dando sitio al hueso nuevo (Hao 

W. D., 2010). 

En este grupo de investigación, se ha trabajo ampliamente con el PLA, Aceves en 2018 

(Aceves, 2018) lo probó injertándolo en tejido subcutáneo a 6 y 12 semanas destacando que, 

el biomaterial se integró convenientemente. De forma semejante, Martínez (Martínez F. J., 

2017) y Aguilar (Aguilar, 2020) lo probaron en defectos óseos mandibulares, en uni-capa y 

tricapa respectivamente. Por lo que, en la presente tesis decidimos usarlo en tricapa, 

reportando que en los grupos con PLA (OLD-PLA y OVX-PLA) el biomaterial se integró 

adecuadamente, además de mantenerse en los límites del defecto, además, se notó 

neoformación ósea en la zona central del defecto, lo que sugiere que, usarlo en tricapa es 

adecuado y la reparación ósea mejora con respecto al grupo sham. 

Respecto a los grupos en donde se empleó la terapia MSCat y MSCost, el uso de las 

células mesenquimales para promover la regeneración ósea ha sido probado previamente 

(Storti, 2019) (Barba M, 2017) (Trejo Iriarte, 2010). Se sabe que las MSC tienen capacidad de 

regenerar los tejidos y además, funcionan como reclutadoras, también se les ha atribuido que 

poseen efectos antiinflamatorios sistémicos específicos por las citocinas liberadas después 

de fracturas óseas (Wang X, 2013), también cuando se han empleado MSC alogénicas se ha 

observado que reducen la incidencia de la enfermedad de injerto contra huésped y modulan 

la inflamación (Aggarwal, 2005) (Wen C, 2016), algo que también se observó en este trabajo, 

puesto que, en los defectos no observamos inflamación en los tejidos que rellenaban los 

defectos. Además, se ha reportado que cuando se trata de MSCat en términos de senescencia 

celular y rendimiento del aislamiento celular, no hay afectaciones por la edad del donante, 

aunque en este estudio, se emplearon células alogénicas provenientes de ratas jóvenes y 

sanas (Dufrane, 2017). 
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En los grupos OVX-MSCat y OLD-MSCat se observó regeneración de tejido, en su mayoría 

tejido conectivo organizado, lo que mantuvo la integridad del tejido. En ambos casos, se 

observó gran número de células de apariencia fibroblastoide, y en ninguno había inflamación, 

por lo que se cree que las capacidades inmunomoduladoras y antiinflamatorias que tanto se 

han reportado, hacen posible esta regeneración de tejido en los defectos realizados. 

En cuanto al uso de las MSCost, que son las MSCat osteo-diferenciadas, se ha 

demostrado que mejoran la regeneración ósea en defectos de tamaño crítico y parecen 

acelerar la recuperación en fracturas óseas (Garg, 2017), (Jo, 2017) (Qi, 2016). Por otro lado, 

se ha reportado que las células mesenquimales de tejido adiposo alogénicas diferenciadas al 

linaje osteogénico, podrían promover la regeneración ósea cuando son sembradas en 

andamios (Wen C, 2016) (Yoshida, 2019) (Peel Kim, 2012). 

En los grupos OLD-MSCost y OVX-MSCost, se observó formación de tejido conectivo 

denso dentro del defecto y lagunas de tejido osteoide; sin embargo, en el grupo OLD-MSCost 

se observó un sobrecrecimiento celular. En cuanto los grupos con terapia MSCost, 

PLA+MSCost demostraron una mejor respuesta hacia la regeneración ósea, tanto en el grupo 

OLD, como en el OVX. En los grupos OVX y OLD PLA+MSCat/MSCost, se notó la presencia 

de tejido conectivo con características de denso y lagunas de tejido óseo nuevo.  

En los estudios publicados (Hao W. D., 2010) (Shahrezaee, 2018) de implantes de 

biomateriales en forma de membrana sembrados con células mesenquimales diferenciadas, 

emplean el injerto en una capa, pero parece que en muchos casos no es suficiente, por ello, 

en esta tesis, se decidió emplear el biomaterial en tricapa, ya que, se tomó en cuenta que en 

este caso, se trataba de especímenes con Op o con envejecimiento, por lo que, se esperaba 

una recuperación ralentizada; sin embargo, en los resultados, se observó un sobrecrecimiento 

de tejido en el grupo OLD-PLA+MSCost, por fuera de los límites del defecto, lo que indica que, 

probablemente no es necesario hacer una tricapa del biomaterial sembrado y con una capa 

del PLA sería suficiente. 

Se ha demostrado previamente que la combinación de PLA y células mesenquimales 

pre-inducidas en medio osteogénico da como resultado una neoformación ósea e integración 

del PLA (Hao W. D., 2010) (Wang, 2016). En esta tesis, también se presentó neoformación 

ósea en los grupos de PLA+MSCat y PLA+MSCost en ambos grupos (OVX y OLD) y de forma 

general, los grupos Sham/control no rellenaron el defecto.  
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CONCLUSIONES 

El modelo de Osteoporosis es eficaz, y cuanto más tiempo transcurre desde la OVX, mayor 

es la magnitud de los cambios observados en la estructura ósea alveolar y cortical mandibular. 

El PLA como andamio cito y biocompatible, logró fungir como una buena red de 

distribución para las células y para conservar el grosor de la cortical mandibular. 

En cuanto a las terapias celulares, ambas regeneraron los defectos. Con la terapia 

MSCost en el grupo OVX el defecto se rellenó totalmente con tejido óseo, y en el grupo OLD 

cerro con tejido osteoide. 

En los constructos, tanto en PLA+MSCat como en PLA+MSCost se observó una mejor 

integración y regeneración. La diferencia es, que el grupo MSCost requiere 15 días más (in 

vitro, previo a ser implantado). 

Con esto, se demuestra que el uso de los constructos compuestos por PLA y Células 

Mesenquimales alogénicas derivadas de tejido adiposo, diferenciadas o no al linaje óseo son 

una prometedora estrategia terapéutica para la reparación de defectos óseos, en la 

Osteoporosis. 
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ANEXOS. 

 

ANEXO 1 

Proceso de deshidratación  

Reactivo 
Tiempo de radiación 

(microondas) 
Tiempo de reposo 

Tiempo total por 

tipo de alcohol 

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 96% 2 minutos 13 minutos 15 minutos 

Alcohol 96% 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 

Tabla 5. Proceso de descalcificación de muestras para su inclusión. 

Se utilizó Xileno-cloroformo (1:1) como reactivo de enlace, se realizaron dos cambios cada 

24 horas, a temperatura ambiente. 

Las muestras deshidratadas se incluyeron en parafina y se realizaron cortes seriados de 4 

µm de espesor. 
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ANEXO 2 

Proceso de tinción con H&E 

Se realizó la tinción de Hematoxilina-Eosina (H&E) para observar las características 

morfológicas mediante un microscopio óptico Zeiss (AxioLab.A1 marca Carl Zeiss). Se 

obtuvieron fotografías de las preparaciones a 10, 20 y 40 aumentos. Se utilizó resina 

sintética para hacer permanente la muestra y poder observarla en el microscopio. 

Reactivo Tiempo 

Xilol 15 minutos 

Xilol 15 minutos 

Alcohol absoluto 5 minutos 

Alcohol absoluto 5 minutos 

Alcohol 96% 5 minutos 

Alcohol 96% 5 minutos 

Alcohol 80% 5 minutos 

Alcohol 70% 5 minutos 

Agua destilada Rápido 

Hematoxilina 15 minutos 

Agua destilada Rápido 

Alcohol ácido Rápido 

Agua corriente Rápido 

Carbonato de Litio 1%/ agua corriente 1 minuto 

Agua destilada Rápido 

Eosina Acuosa 15 minutos 

Alcohol 96% 5 minutos 

Alcohol 96% 5 minutos 

Alcohol absoluto 5 minutos 

Alcohol absoluto  5 minutos 

Xilol 5 minutos 

Xilol (Terminar) 5 minutos 

Tabla 6.Proceso de tinción con Hematoxilina y Eosina (H&E) de las muestras de mandíbulas descalcificadas 
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ANEXO 3 

Requerimientos para la preparación de reactivos para lectura en 

espectrofotómetro de acuerdo a Ca-Color AA Wiener Lab. ®. 

CONDICIONES DE REACCIÓN 

• Longitud de onda: 650 nm en espectrofotómetro o 620-650 nm en fotocolorímetro. 

• Temperatura de reacción: temperatura ambiente (15-25oC). 

• Tiempo de reacción: 2 minutos 

• Volumen de muestra: 10 ul 

• Volumen final de reacción: 1,01 ml 

 

Los volúmenes de muestra y reactivo A se pueden variar proporcionalmente (ej.: 20 ul de 

muestra + 2 ml de Reactivo A o 5 ul de muestra + 0,5 ml de Reactivo A). 
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ANEXO 4 

Avales 
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