S0 VCOML AUTONGHA 7 7
\\\\‘i 53? ;é I

Universidad Nacional Autonoma de México

Facultad de Estudios Superiores lztacala

“EVALUACION DE UN CONSTRUCTO HECHO MEDIANTE
INGENIERIA DE TEJIDOS EN UN MODELO DE OSTEOPOROSIS”

TESIS

Para obtener el titulo de:

Cirujano Dentista

Presenta:
Estrada Hernandez Moénica Gabriela

Directora de tesis:
Dra. Cynthia Georgina Trejo Iriarte

Sinodales:

Dr. Oscar de Jesus Nieto Yaiez
Dr. German Isauro Garrido Fariina
Dra. Janeth Serrano Bello
Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez

Investigacion realizada gracias al Proyecto de CONACYT CB201401 #0235984
y por la beca recibida al proyecto Programa de Apoyo a Proyectos para
Innovar y Mejorar la Educacién (PAPIME) PE210019 de la UNAM.

Facultad de Estudios Superiores

IZTACAI_A

Los Reyes lztacala, Tlalnepantla, Estado de México, 2020



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS .....citteuiiiiiinnnnienirrennesesisssnssssssssnssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssnnssssssssannsssss 4
INDICE DE ABREVIATURAS ....ueoveeuieneririeestiseesessesseesessessessessessesssssossasessssessensossensessessssosssssensensossessensessosssensons 6
INTRODUCCION ....ccuviviiereniereiesessesesesessesessesessesessesessesessesessesessesessesessasesssessesessesessesessesessesessesessesessesessessssesessane 7
LA REGENERACION OSEA ...evvvuuuieestutuneeeerssssneessessanssesssssnnseesssssnneessssssnnsseesssssnseesssssneeesesssnnseeessssnmeseessssnnneeessssnnnns 7
LA OSTEOPOROSIS Y LA MANDIBULA. ...« eeeeetuueneeereesunnseeessssuneeeesssssnneeesssssnnnsesssssuneeesssssseneessssssnnssesssssnnseeesssssaneeeesssnnn 14
INGENIERIA DE TEJIDOS ..eevvvuuneeeerssuneeeerssssesseesssssnnssessssssseeesssssnneeeessssssnsessssssnnssesssssnseeesssssnnseessssssnnseesssssnnneeesssnnn 14
AACIDO POLIFLACTICO (PLA) ettt et et eeeeeee et et ee e e e areeseeseeseae et eneereaneerensesseeenteneeneaseereasessenseneeneeneeresneenenne 16
CELULAS TRONCALES MESENQUIMALES DE TEJIDO ADIPOSO (MSCAT) ..o iiietiteeeeeeee e eeeeeeetteeeee e e e e eeaeeeeeean 19
ANTECEDENTES ....cccuiiiititnneieetiennsiesterenseeesssensssssssssnssssessssnnsssssssssnsssesssssnssssessssnnsssssssssnsssssssssnssssssssannssssssasannsns 21
JUSTIFICACION ...veeeeeveveerentieestsesseesessesssssessestssssseessssssssssessssssssententsneesseseassosssensestenteneentensessssssessessensansensssesses 25
HIPOTESIS ..eveveuieveniencieneseesessesesesessesessesessesessesessesessessssesestesessesessasessesessesessesestessssesessesessesessessssssessesessessssesenes 26
OBUETIVO ..ciieeeeieieiennnnieetttennsscesteeenssseestenssssesssssnssssessssssssssssssnnsssssssssnsssssssssnssssssssssssssssssssnsssssssssnssssssssssnsssssssnns 27
[ =1 T 2 S 27
R (o {3l LS 27
IVIETODOLOGHA c...eeivetitcitcceneeesesesetesestesessesessssessesessesestesessesessassssssessesestesestesessessssessssesessesestessssessasessasesenes 28
P N0 Y 1[0 3o 3 o I SR 28
DISENO EXPERIMENTAL. 1evuueettunerssunerssneerssneessueessuneesssessssesssasesssnsesssnsesssnsesssneesssneesssesssnsssssnsssssnsesssnsessnnsesseessnnns 29
MODELO ANIMAL DE OSTEOPOROSIS vvuuevvtneersuneersuneessneesssueesssnsesssnsessssessseesssesssnessssnsesssesssssssssesesssesessneessseessnnns 30
EXTRACCION DE TEJIDO ADIPOSO PARA LA OBTENCION DE LAS IMISCAT 1uuuviiiiiiiieeeeettiieeeeeeetieeeeeeetaieeeesesbnnneeessesraneeessesnns 32
OBTENCION Y AISLAMIENTO DE LAS MSCAT
SUBCULTIVOS .uueevtneerineereieersneeeenneensnnnns
CONTEO CELULAR CON CAMARA NEUBAUER
DIFERENCIACION AL LINAJE OSTEOGENICO .vvvvuuneeererunneeeerrsssieeesssssseeeesssssneeessssssneesssssssnsessssssmssessssssineeesssssonneessesnne
ACONDICIONAMIENTO DEL PLA PREVIO A SU IMPLANTACION .evvuuntiiiritiineeeieeatieeesteraneeeesrsrsneeesesssaneessssssnesesssssnnnnsesees 35
SEMBRADO CELULAR ..vtutettueetteeeetteesstessaneesssneessaneessaneesssnesssassssneesssaeesssneesssnessssneessnsesssnsesssnsessseesssneessseessneesees 35
DISENO DEL CONSTRUCTO .. ctvvunerttuneresneerssneerssneesssneesssessssesssneesssnsesssnsesssneesssseesssnessssesssssesssnsesssnsesssesessnnsessneessnnns 35
DISENO QUIRURGICO DEL DEFECTO OSEO MANDIBULAR ...vuuttttteettteeetteeereteerstneessneessnesssneesssneesssneessnsesssnsessnneesseessnnns 36
CONTROL RADIOGRAFICO
CONTROL DE PESOS «.eevvvuuueeeeerssuneeeesessuneeeesssssnnseesssssuneeesssssunseessssssnssessssssanesessssssneessssssnssessssssmeeessssssnmeesssssnesesees
CUANTIFICACION DE CA* EN SUERO MEDIANTE EL USO DE ESPECTROFOTOMETRO ....ceeviiieiiiereirireenssesnsineesseeeeeeeeseesseeeeeennes 37
AN ALISIS ESTADISTICO 1ruuueereruuunreeerertnneseeesestneeesssssnneeesssssnnssessssssnseeesssstaneeeesssssnssesesssssneessssssnsesessssssnsesessssnnnsesens 39
ESTUDIOS HISTOLOGICOS ..evvtuuunieeertruieeeerersteeeesressneseesssssnasesssssaneeeesssssnssessssssnnseessssssneeesssssnnssesessssnneeesssssnnneeesssnnn 40
RESULTADOS....ceuueeiittennnceeteeennsersrenssssesssssnsssssssssnsssssssssnsssssssssansssssssssnsssssssssnssssssssssnsssssssssnsssssssssnnssssssssannsssesss 42
EVALUACION RADIOGRAFICA DE MANDIBULA Y MIEMBRO INFERIOR DE RATA vvvuuuerrerruneeeeeerssuneeeeressnnseesssssnnneeesssssnnneessssnns 42
ANALISIS DE PESOS DE LOS GRUPOS OVX Y OLD.....cieiiiiiiiieiiiiiiee e e eeetiiee e e eeetteieeeeeatstseeesestannsesssssannseesssssnneesesssnnnnseeens
CONCENTRACION DE CA* EN SUERD.....ceeeeeuurttrrereeeeeeeeteeessssssseeeeeeeseeeesaassssseessesseeeesssesasssssseseeseeeessssmmsssssssnseseeeessens
RESULTADOS DE LA OBSERVACION CLINICA DE GRUPOS OVX Y OLD
RESULTADOS MORFOLOGICOS DE GRUPOS OVX Y OLD ... cicviiiiieiiieiiiiieeeeiitiiee e e eeettieeeeeeasteneeeseessnnssesssssnnesesssssnneeeesssnns
RESULTADOS HISTOLOGICOS vvvuuneerrrrruieerrrrssenseesssssneeesssssuneeessssssseessssssnseessssssnesessssssseeesssssnnsessssssnneeessssssaneeessssnns
HISTOLOGICOS DE FEMUR ..vvvvuuneereerruieeeeressseneeessessnneeessssssneesssssssnseesssssssnsessssssnneesssssssnseessssssnssessssssnneeesssssanneessessne




A MU ATOROHY 7 VA gy
o iy =
l[\!“‘!‘*‘ E ,_ ) o
-‘:vi,;f‘; s RS
HISTOLOGICOS MANDIBULARES «....uevvtivtteeeeesessssssuuasssesseeseessssssssssssssssssssesssssssnnssssssssesesssssssssnnnssssssseesesessssssnnsnnns 54
GIUPO OVX-SHAM ...ttt ettt ettt e e e e e e ettt e e e e e s s s ssssnanaeeaeeas 57
GIUPO OVX-PLA ...ttt ettt e et ettt e e e e e ettt e e e e e s s s sisssnnnneeaeeas 58
GIUPO OLD-PLA ...ttt ettt e e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e s s s ssssnnneeeeeeas 59
GIUPO OVX-IMSCAL ...ttt ettt e e e e e e e ettt e e e e e s s s ssssnnneeeeaeas 60
GIUPO OLD-MSCAL ...ttt ettt e e e e e e e ettt e e e e e s s st ssnaneeeaaeas 61
GIUPO OVX-IMSCOST ..ottt ettt e ettt e e e et ttese e e e et taas e e e e eaasa e s e e eetbaaassasetssanseannssnnsasennes 62
GIUPO OLD-IMSCOSTE .ottt ettt e e et etee e e e e e taes e e e e e ataaas e s e e e atsaasssaetbaassasstssansssssssnanneeeenss 63
GIrUPO OVX-PLAFMSCOL ..ot e ettt e et et tes e e e e et aae s e s e e eatsaeesesettaasseassssssssssensnansessenss 64
GIrUPO OLD-PLAFMSCAL ..ottt e ettt e ettt e e e et ae s e e e et tta s s s eeetbaaeseassassaasssaenssaanseseenes 65
GIrUPO OVX-PLAFIMSCOST ...ttt e ettt ettt eee e e ettt e e e e et taaa e s s eeetbaaaseassassaanssaenssansssnenes 66
GIrUPO OLD-PLAFIMSCOST ..ottt e ettt e e et tteee e e et aae s e e e e eabaeeesesetbasseasssssasssaenssanseanenes 67
DISCUSION ......cuurrninensnstteessssasesssssssassssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssstetsssssssssssssssssssssssssssssssssassess 68
CONGCLUSIONES......cuuumitttiiiiiiiiiiiiinnneeeeetttiiisissssssssssssttttsssssssssssssssssssettsesssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssasssssssses 72
INDICE DE TABLAS .......cceetreereeetsaesesessssesesssssssessssssssssessasssssessssssssssesssssssssssssesssssessssssssesessesssssessnssssesessnsssssesens 80
INDICE DE GRAFICAS .......cveueururueesessssessesessssastsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesens 80
INDICE DE FIGURAS .......coueuerereetseereresssssesesssssssesssssssssessessssessssssssssessassssessssesssssessssssssesessasssssesssssssesessasssssesens 81
ANEXOS.....cuueiiiiiiiiiiiiiiineeeeieitiiiiieisssssssseststteesssssssssssssssssssstsesssssssssssssssessssesssssssssssssssssesssessssssssssssssssssssssssssssses 84




RS0 WML AT
oY 5

iR

=0

f

\/

0
2 -l“
s &/

g bRy, O A

mm%

iy

7y}

5))

AGRADECIMIENTOS

A COLABORACIONES E INSTITUCIONES.

Todo mi respeto y admiracion a la Dra. Cynthia Trejo Iriarte, integrante del LIO (Laboratorio
de Investigacion en Odontologia) perteneciente a la FES Iztacala, quien me apoyo siempre
durante mi vida académica, desde que era odontoblasto, hasta la realizacion de esta tesis, la
cual marca el final de mi licenciatura. Gracias totales por motivarme, por las clases de perio,
por tenerme paciencia y brindarme su amistad.

Igualmente, toda mi admiracién y respeto al Dr. German Isauro Garrido Farifia, responsable
del Laboratorio de Apoyo a la Histologia y Biologia, perteneciente a la FES Cuautitlan campo
4, gracias por todo el apoyo brindado en la realizacion de este trabajo, por la paciencia para
explicarme las laminillas una y otra vez, por impulsarme a siempre ir mas alla y no quedarme

solamente con lo que sé.

Agradezco al Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez, perteneciente al Laboratorio de Bioingenieria
de Tejidos de la Facultad de Odontologia de la UNAM, por brindarnos el biomaterial (PLA) y
de la misma forma, al M. en C. Cris6foro Mercado Marquez responsable de la Unidad de
Aislamiento y Bioterio de la FES Cuautitlan campo 4, por el apoyo con el espacio para la

realizaciéon de los procedimientos quirurgicos.

A mis sinodales por el apoyo en la redaccion de la presente tesis, el Dr. Oscar de Jesus Nieto
Yanez perteneciente a la Unidad de Biomedicina (UBIMED) de la FES Iztacala, gracias por
sus consejos; a la Dra. Janeth Serrano Bello perteneciente al Laboratorio de Bioingenieria de
Tejidos de la Facultad de Odontologia de la UNAM.

Por ultimo, agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el apoyo
al proyecto CB201401 #0235984 y por la beca recibida al proyecto Programa de Apoyo a
Proyectos para Innovar y Mejorar la Educacion (PAPIME) PE210019 de la UNAM




Ye %5
i

h"“’l«a 0 jul
I i =

Gy

;

PERSONALES.

A mi madre, Mary, por apoyarme en todo, por hacerme una mujer de bien, responsable y
honesta. Por estar ahi con esa paciencia infinita que te caracteriza, con tu mejor consejo para
todo. Siempre seras mi mayor ejemplo a seguir porque me sacaste adelante y eso no lo pago

con nada, te amo y gracias infinitas.

A mi madrina y mi hermana, Lupita y Monse, por darme sus mejores consejos e impulsarme
a sequir, gracias por estar siempre ahi, las quiero. Monse, gracias por impulsarme a realizar

la tesis, me ensefiaste a dar un poco mas de mi.

A mi novio y mi mejor amigo, Isidro, gracias amor por estar conmigo largas horas frente al

Photoshop, por tus consejos, tu paciencia y por darme animos cuando lo necesito, te amo.

A mis compafieros de laboratorio: Ale y Ana, muchisimas gracias por todos sus consejos y
apoyo, por siempre estar dispuestas a ensefiar; a pesar de que no me toco convivir mucho
con ustedes y de la distancia, siempre estuvieron ahi, gracias por su amistad, las quiero.
Mario, gracias por tu infinita paciencia para ensefarme a realizar cultivos, interpretar la
histologia, etc. César, mil gracias por tu paciencia de santo en el INCan, con el
espectrofotometro y por resolver siempre todas mis dudas, eres un gran amigo. Shere, gracias
por tus consejos y tu compariia durante el servicio. Isra, gracias por tu apoyo en el INCan y
en el laboratorio. Christopher, gracias por ser mi amigo y por prestarme los libros de tu papa

para la realizacion de esta tesis, te quiero.




LG
5E2
fans <0 Nl
e -f i

0

INDICE DE ABREVIATURAS

BMP: Proteina Morfogénica Osea (Bone Morphogenetic Protein)

Ca*: Calcio (Mineral)

DEXA: Densitometria Osea por técnica de Absorciometria de rayos X de Energia Dual
D/MEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

D/MEMS: D/MEM Suplementado

DMO: Densidad Mineral Osea

DMOs: Densidad de Masa Osea

FDA: Administracién de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug Administration)
H&E: Hematoxilina y Eosina

HBSS: Solucion Salina Equilibrada de Hank’s (Hank’s Balanced Salt Solution)

IT: Ingenieria de Tejidos

ITO: Ingenieria de Tejidos Oseos

MO: Medio Osteogénico

MSC: Células Mesenquimales (Mesenquimal Stem Cells)

MSCat: Células Mesenquimales de Tejido Adiposo

MSCost: Células Mesenquimales de Tejido Adiposo diferenciadas al linaje Osteogénico
MT: Medicina Traslacional

NHI: Instituto Nacional de Salud (National Institute of Health)

OLD: Ratas maduras

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

Op: Osteoporosis

OPMG: Ortopantomografia

OVX: Ovariectomia (aplica para los grupos que tienen dicho procedimiento)

PBS: Solucion Salina Tamponada de Fosfato (Phosphate Buffered Saline)

PLA: Acido Poli-lactico (Poly-Lactic Acid)

PLGA: Acido Poli-Glicélico (Polyglycolic Acid)

UV: Ultra Violeta

Vitamina D: Vit. D




Ye %5
i

h"“’l«a 0 jul
I i

llﬁ Kk{ﬁ@%_

INTRODUCCION

La regeneracion ésea

La Medicina Traslacional (MT) permite probar nuevas terapias en modelos de estudio
controlados, para luego, llevarlos a uso clinico con seguridad y eficacia comprobada. Para
que esto se lleve a cabo, se requiere evaluar previamente, la seguridad y biocompatibilidad
de los biomateriales, células, sefales y también es necesario saber cémo actuaran estos en
combinacion, es decir cuando elaboramos un constructo tridimensional, que sera implantado

con el objetivo de promover la regeneracion 6sea.

Para promover la regeneracién dsea, primero es necesario comprender sus procesos
y mecanismos. La osteogénesis, es definida como (Navarro, 2008): la formacién de hueso
nuevo, y es realizada por pre-osteoblastos y osteoblastos supervivientes en la zona del dano;
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 Almazan y
cols. (Almazan, 1996) la definieron como: la formacién 6sea, regulada por hormonas y factores

de crecimiento. Para nosotros la definicibn mas exacta de regeneracion 6sea 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 regeneracion, la reparacion dsea es

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

del tejido original.

La remodelacion o6sea, por su parte, es un proceso de activacion-reabsorcion-

formacion, donde los osteoclastos se activan produciendo lagunas o&seas, que seran
repobladas por osteoblastos que producen matriz osteoide y cuando esta matriz se mineraliza,
se restaura la morfologia ésea. A este equipo de células se les denomina unidad basica

multicelular (Gutiérrez Gomez, 2008) (Fig. 1).
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El proceso de activacién-reabsorcién-formacién se lleva a cabo en un periodo de tiempo de

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

Células troncales
Hematopoyéticas

(‘j \ Células troncales

(®) Mesenquimales
- Pre-osteoclastos 3
® o
2 Osteoblastos

Células de \ ::ﬂ‘::;sucleares Pre-osteoblastos .
revestimiento Osteoclastos E] Osteocitos
e ’ ‘ @ E] > s|0ls|s|s — @
Hueso de reposo Reabsorcion Inversion Deposicion en la Matriz Mineralizacion

Fig. 1. Esquema que representa el proceso de remodelacion 6sea, en el que se observa la funcién de los
osteoclastos, de las células mesenquimales que se inducen a pre-osteoblastos, posteriormente se modifican a
osteoblastos y forman asi osteocitos, que ayudan en el proceso de mineralizacion *Modificado de (Kapinas, 2011).

Cuando se lleva a cabo la regeneracion dsea a partir de las nuevas terapias que nos
brindan la Medicina Regenerativa (MR) y la Ingenieria de Tejidos (IT), hay conceptos que se

deben de tener claros:

La osteoinduccién es definida por Raspall y cols (Raspall, 2006), como la
transformacion de las células mesenquimales indiferenciadas de la zona receptora, en células
osteo-formadoras, es decir, es el proceso mediante el cual se comienza la diferenciacion de

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

La osteoconduccién, 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 fisica apropiada para la generacién de
hueso nuevo y al mismo tiempo, servir de guia para el crecimiento 6seo (Parrales Pincay,
2018). Por lo tanto, proponemos que la osteoconduccion sea definida como: la propiedad de
un biomaterial para ser una estructura de soporte, que sirva a manera de matriz y guia para
la regeneracion del hueso y que pueda ser habitado por las células, en su mayoria pre-

osteoblastos u osteoblastos y osteoclastos al mismo tiempo.
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Para que la regeneracion 6sea se lleve a cabo, requiere de los siguiente (Molina, 2017):

1. Una fuente celular con capacidad de diferenciacion al linaje 6seo y que pueda ser
capaz de secretar una matriz mineralizada.
Factores de crecimiento o citoquinas que permitan guiar este proceso.
Un andamio que sirva de plataforma o matriz para soportar las cargas biomecanicas,

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

crecimiento, proliferacion y diferenciacion.

Existen alteraciones directamente relacionadas con estos procesos fisiolégicos, como la
Osteoporosis (Op).




Osteoporosis

La Op es definida por el NHI de EE. UU. como: una enfermedad esquelética, compleja, crénica
y progresiva, caracterizada por la pérdida de la densidad 6sea y un deterioro en la
microestructura del hueso, lo que aumenta el riesgo de fractura (Olaiz-Fernandez, 2007); y la
OMS en 1994, la definié como: enfermedad caracterizada por la baja masa 6sea y el deterioro
microestructural del tejido 6seo, que lleva a una mayor fragilidad 6sea y al consiguiente
aumento del riesgo de fractura, la cual puede ser diagnosticada mediante la medicién de la
DMO que es evaluada después de una densitometria 6sea mediante la técnica DEXA,;

definiéndola en las siguientes categorias (ver Tabla 1):

Estado Densidad Mineral Osea (DMO)

Normal DMO -1 o (desviacién estandar) en la
escalaT.

Osteopenia DMO-1y-250enlaescalaT.

Osteoporosis DMO -2.5c0enlaescalaT.

Osteoporosis grave o establecida Existen fracturas.

Tabla 1

Estado Densidad Mineral Osea (DMO)

Normal DMO -1 o (desviacion estandar) en la
escalaT.

Osteopenia DMO-1y-250enlaescalaT.

Osteoporosis DMO -25c0enlaescalaT.

Osteoporosis grave o establecida Existen fracturas.

Tabla 1.Tabla de medicion de DMO, segun la OMS (GPC. Osteoporosis , 2013).* La escala de T es la referencia
en la DMO de la poblacién joven cuando se alcanza el punto mas alto de masa 6sea.

La Op es una enfermedad multifactorial provocada por la pérdida de DMO por edad, por
cambios en los niveles hormonales, la nutricion [insuficiencia en la ingesta de calcio (Ca*)] y
estilo de vida (Harrison, 2006) (Rincon-Sierra, 2007).

Respecto a la pérdida de DMOs por edad, conforme envejecemos, se producen
multiples condicionantes fisiopatolégicos que favorecen la aparicion de la Op, como son:
menor actividad osteoblastica, menor absorcion intestinal de Ca*, carencia de Vit D, baja
exposicion solar (ayuda en la activacién de la Vit D) provocando que los huesos sean mas

fragiles (Hermoso de Mendoza, 2003).
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En cuanto a los cambios hormonales como etiologia de la Op, las mujeres son las mas
afectadas, ya que durante la menopausia disminuye considerablemente la funcién ovarica,
por ende, la cantidad de estrégenos disponibles, los cuales actuan directamente en el proceso
del metabolismo 6seo (disminuyendo a actividad osteoblastica y aumentando la actividad

osteoclastica) y la fijacion del Ca*.

En lo referente a la nutricion como etiologia, en la OP hay un desequilibrio entre las
entradas y salidas de Ca* del organismo. La ingesta de Ca* y su utilizacion digestiva y
metabdlica 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 Il, hay una disminucién en la
sintesis de calcitriol, el metabolito activo de la Vit D, por un problema en la funcion 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

0 escasa exposicion a la radiacién solar.

El Ca* es el mineral mas 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 regulacién metabdlica (adecuada

mineralizacion y buena densidad mineral ésea) (Harrison, 2006).

Alrededor del 75-85 % del Ca*® que se consume en la dieta, proviene de productos
lacteos, por lo que se recomienda no suprimir su consumo. En mujeres posmenopausicas
mayores a 50 afios, se recomienda que la ingesta de Ca* sea de 1200 mg/dia, y que la ingesta
no sobrepase los 1500 mg/dia, ya que su consumo excesivo puede incrementar el riesgo de

litiasis renal y calcificaciéon de arterias cardiacas y cerebrales (IMSS., 2018).
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Epidemiologia de la Op

En México, la prevalencia de Op es del 17 % en mujeres mayores de 50 afios y 1 de cada 12
mujeres de mas de 50 anos sufrira fractura de cadera y el riesgo se incrementara a partir de
la menopausia. Los hombres también se ven afectados por este padecimiento y aunque no
existe mucha informacion al respecto, se sabe que el riesgo de fractura de cadera en el
hombre es del 6 % después de los 50 afios de edad. Por lo anterior, la Op debe considerarse

un problema de salud publica, debido a que la poblacion de edad avanzada va en aumento.

Actualmente en México, la poblacion mayor a 50 afios es de 19 millones y aumentara
a 55 millones para el afio 2050. Para entonces, se espera que la esperanza de vida sera de
80 anos (IMSS., 2018).

Clasificacion

Existen numerosas clasificaciones de Op basadas en diferentes criterios como: edad,
etiologia, etc. En la clasificacién, hecha por Riggs, se consideraron variables como: la
menopausia en mujeres y la edad (de 50 afios en adelante), tanto en hombres como en

mujeres sefala dos tipos:

e Postmenopausica (tipo I): es la Op producida a consecuencia del cese de la funcion
ovarica (durante la menopausia) lo que conlleva a la pérdida de la masa désea
acelerada. La deficiencia de estrégenos, afecta el ciclo de remodelacion 6ésea,
aumentando la actividad osteoclastica y disminuyendo la actividad de los osteoblastica
(Pérez Cano, 2002).

e Senil (tipo ll): se produce en ambos sexos y en edades avanzadas, y se caracteriza
por una fase lenta de pérdida 6sea trabecular y cortical. Las fracturas caracteristicas
de este padecimiento son: fractura de cadera, regidon pélvica y fracturas vertebrales.
El mecanismo etioldgico de la Op senil no se ha descrito por completo, pero podia
incluir hiperparatiroidismo secundario, deficiencia de estrégenos, déficit nutricional, asi
como la disminucién en la funcién de los osteoblastos inducida por el microambiente,

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

12



Tratamiento

En cualquier caso, se recomienda individualizar el tratamiento segun las caracteristicas de

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

e Tratamiento preventivo:
o Aumentar la actividad fisica (ejercicios de resistencia y equilibrio)
o Reducir el consumo de tabaco y alcohol
o Ingesta diaria de Ca* 700-1200 mg/dia, Vit D 800 Ul/dia y proteina 0.8-1 g/kg.

e Tratamiento farmacolégico:
o Intervenciones farmacolédgicas, que se clasifican en: agentes antiresortivos

(disminuyen resorcion 6sea) y agentes anabdlicos (ayudan a la formacién 6sea)

A continuacion, en las tablas 2 y 3 (ver Tabla 2 y Tabla 3 )se presenta una serie de
medicamentos aprobados en México para la prevencion y el tratamiento de la Op

posmenopausica:

Agentes farmacolégicos utilizados para la prevencion de la Op posmenopausica

Alendronato 5 mg/dia o 35 mg/dia
Risedronato 5 mg/dia o 35 mg/dia
Acido zoledrénico 5 mg IV cada 2 anos
Raloxifeno 60 mg/dia

Terapia hormonal con estrogenos Multiples formulaciones

Tabla 2. Agentes farmacol6gicos aprobados para la prevencion de la osteoporosis posmenopausica (IMSS., 2018).

Alendronato 10 mg/dia o 70 mg/dia
Risedronato 5 mg/dia o 35 mg/dia
Acido zoledrénico 5mg IV anual
Raloxifeno 60 mg/dia

Denosumab 60 mg SC cada 6 meses
Calcitonina 200 Ul intranasal al dia
Teriparatide 20 mcg/SC/dia

Tabla 3. Agentes farmacol6gicos aprobados para el tratamiento de la osteoporosis posmenopausica (IMSS., 2018).

13
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La osteoporosis y la mandibula

Las radiografias son el auxiliar de diagnéstico mas empleado por los dentistas, entre las mas
comunes tenemos la OPMG dado que, nos da un panorama general de las estructuras con
las que trabajamos dia a dia y asi, realizar un mejor diagnodstico a través de ella. Rennery
cols., fueron de los primeros autores en considerar la OPMG como un auxiliar en el diagnéstico
de la Op. Realizaron un estudio donde examinaron a 11 mujeres postmenopdausicas, mediante
una OPMG y observaron que 6 de ellas fueron diagnosticadas con Op, ya que, presentaban
una mayor reabsorcion de las crestas residuales que las que no padecian Op (Renner RP,
1984).

Ingenieria de Tejidos

La MR trabaja en conjunto con la Ingenieria de Tejidos (IT), llevando a cabo la investigacion
donde el cuerpo ocupa sus propios recursos y en ocasiones, con ayuda de algun material

biolégico o extrafio logran recrear células y reconstruir tejidos y 6rganos.

La tiene IT como objetivo la obtencién de tejidos nuevos, los cuales puedan remplazar
al tejido perdido y con esto, devolver la estructura y funcién que se ha perdido. Para esto se
requiere de la construccion de modelos de tejidos equivalentes, en los que las células
circundantes continuen con su proceso de remodelacién sin que este nuevo biomaterial o

constructo interfiera, sino que mas bien, promueva esta regeneracion.

Los biomateriales son materiales que pueden estar en contacto con fluidos y tejidos
biolégicos 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 asi,
contribuir a la formacién de tejido nuevo, estos materiales deben ser biocompatibles, es decir,
tener la cualidad de no inducir efectos citotdxicos al organismo, en el hueso se requiere que

sean reabsorbibles de manera controlada.

Los biomateriales en la regeneracion 6sea, tienen la funciéon de proveer un espacio
tridimensional a las células promoviendo la osteoconduccion, asi como tener una estructura
apropiada para favorecer la regeneracion de tejido nuevo y al mismo tiempo ser un vehiculo

liberador de moléculas o factores de crecimiento fomentando la osteoinduccion.

e
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En la Ingenieria de Tejidos Oseos (ITO) empleamos los biomateriales como andamios, que

son aquellos biomateriales con un disefio especifico, que sirven de soporte imitando a la
matriz extracelular, utilizados en la fabricacién de sistemas bioldgicos de reemplazo éseo
(Ibafiez, 2012). El andamio ideal para la ITO debe ser: altamente poroso, biocompatible, con
degradacién controlada y una superficie adecuada para la adhesion celular, asi como
fomentar la proliferacion y diferenciacion celular, ademas de contar con las propiedades
mecanicas idéneas para ser un sustituto y ser degradado de forma controlada al mismo tiempo
que se logra la regeneracion del tejido 6seo; el tamario del poro del biomaterial del andamio
en ITO debe ser entre 100 y 500 ym (Morales Navarro, 2014) (Wu, 2018).

En conjunto, los andamios, células y de moléculas o factores de crecimiento se
emplean formando un constructo (la unién de estos tres elementos) con el objetivo de
fomentar la osteoconduccion, como aporte principal del andamio; la osteogénesis, que es el
aporte de las células empleadas y osteoinduccién, que sera el aporte de las senales del
microambiente y de las citoquinas liberadas por la interaccién del andamio con las células y
el sitio del dafio, para asi generan nuevos tejidos. Estos constructos deben tener

caracteristicas similares al tejido que se desea reparar (Parenteau, 1999).

15
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Acido Poli-lactico (PLA)

EnlalT, el uso del PLA, fue aprobado porla FDA en 1970 para el contacto directo con fluidos
biolégicos (Serna L, 2011). Se ha investigado mucho acerca de este biomaterial y
actualmente, es usado ampliamente en la fabricacion de dispositivos médicos, como: material
de sutura reabsorbible (cirugia oftalmica, toraco-abdominal, anastomosis neuroldgicas, etc.),
en cirugia ortopédica (implantes reabsorbibles), cirugia reconstructiva craneofacial vy

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

De sus mas recientes aplicaciones, podemos destacar su uso para la construccién de

andamios 6seos debido a su biocompatibilidad y a que presenta las siguientes caracteristicas:

e Tridimensional y altamente poroso, con interconexiones para el crecimiento celular.
e Biocompatible y bioabsorbible.
e Superficie quimica adecuada para fijacion, proliferacién y diferenciacién celular.

¢ Propiedades mecanicas acordes al sitio de implantacion (Tajbakhsh, 2017).

El PLA es un poliéster que posee 2 estereocisomeros: el acido L+ lactico y el acido D-lactico,
los dos isémeros son componentes necesarios para la sintesis del PLA. La diferencia entre
estos dos, es que la configuraciéon L+ es metabolizada en los tejidos humanos y se hidroliza
en metabolitos biocompatibles, por lo que es el isdbmero empleado en la fabricacién de
dispositivos médicos. Es un acido organico de origen natural, obtenido del acido lactico, que
se obtiene como producto de la fermentacién del almidén de plantas como: maiz, cafa de

azucar, papas, etc.

16
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Ventajas:

e Biodegradable, reciclable y composteable, su produccién consume CO..

¢ Biocompatible, es decir, no produce efectos toxicos o cancerigenos, bien tolerado por
los tejidos, ademas de no interferir con la cicatrizacion del tejido. Se degrada mediante
hidrdlisis, reduciendo el riesgo de acumulacién de material en el tejido.

e Procesabilidad, tiene mejor procesabilidad térmica en comparacion con otros
biopolimeros. Puede ser procesado por inyeccién, extrusion de pelicula, moldeo por
soplado, termoformado, impresion 3D (Xiao, 2012) y electrohilado, esta ultima es la

mas utilizada (Fig. 2).

La técnica de electrohilado o electrospinning permite la creaciéon de micro y nano-fibras a
través de un flujo de solucion polimérica eléctricamente cargada, imitando asi a la matriz
extracelular. Ahorra energia, requiere de un 25-55 % menos que otros polimeros a base

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

—— Jeringa
Solucion de polimero ——
0 compuesto
— Aguja
S
C
C(— L
Fuente de alimentacién ‘ZI — Reactor eléctrico
de ato voltaje (—
T esaled
R

Fig. 2. Esquema del proceso de electrohilado del PLA en forma vertical, donde observamos la jeringa con el
polimero que es expulsado mediante una aguja y gracias a una fuente de alto voltaje de 2 electrodos (uno a la
salida de la solucion y otro al plato recolector (lamina de metal) donde seran depositadas las fibras posteriores a
la evaporacion del disolvente. ™edificado de (Reyati, 2015).
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Los andamios porosos tridimensionales de PLA se han probado previamente (Granados,

2017) (Granados-Hernandez MV, 2018) (Aceves, 2018) (Aguilar, 2020) (Martinez F. J., 2017))
con células troncales mesenquimales indiferenciadas y con el uso de células inducidas a la

Pany S5 ] - =
x% %%
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diferenciacion 6sea sembradas en él, y posteriormente, implantadas en defectos éseos para

evaluar el desarrollo de la regeneracion 6sea (Fig. 3).

; o
b 1. Aislamiento
celular "

2. Cultivo
5. Implantacién Celular
del injerto
e
4. Andamio e
de polimero 3. Proliferacién

\ sv . / celular
7ol

Fig. 3. Proceso de realizacion 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 autorrenovacion y de diferenciarse a multiples linajes como:
condrogénico, osteogénico y adipogénico principalmente. Para que una MSC se pueda

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

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

2) Su obtencion puede ser mediante procedimientos minimamente invasivos

3) Poder ser diferenciadas a multiples linajes celulares (regulables y reproducibles)
4) Poder ser trasplantadas de forma segura y efectiva de forma autéloga o alogénica

5) Ser Manipulables

Las células troncales mesenquimales de médula 6sea (BMSC) han sido las MSC mas
estudiadas, debido a que promueven la neo-vascularizacion y facilitan, con ello, el crecimiento
de tejido nuevo. Sin embargo, la recoleccion de BMSC tiene limitaciones, debido a que los
sitios de recoleccién (aspirado de médula 6sea) suelen ser procedimientos dolorosos con

reportes de morbilidad y poca aceptacion 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 obtencion son minimamente invasivos y que pueden
ser obtenidas de diferentes sitios donde el tejido adiposo es eliminado y desechado por
procedimientos estéticos como: liposucciones (grasa subcutanea 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 multiples linajes, como: el
osteogénico (Fig. 5), condrogénico, adipogénico, cardiomiocitico, hepatico y neurogénico
(Miana, 2018) (Aceves, 2018) (Meruane & Rojas, 2010). Las MSCat que provienen del tejido
adulto y presentan, como las demas MSC, tres caracteristicas fundamentales: alta

proliferacion, alta capacidad de autorrenovacién y capacidad de diferenciacién (Gimble, 2007).
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Para la ITO, las MSCat tienen un alto potencial osteogénico igual o superior en comparacién
con las BMSC (Mohamed-Ahmed, 2018) (Liao, 2014) (Ye, 2014).

Por ello, en la presente tesis, se realizé 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 regeneracién ésea

en un defecto mandibular en un modelo de ratas osteoporéticas.

Fig. 5. Cultivo de células MSCost a los 14 dias post diferenciacion
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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 proteina morfogénica ésea humana 2 (hBMP2) en un andamio de nano-
hidroxiapatita/colagena humana/acido polilactico (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 electrénica de barrido (MEB) y se
demostré la integracion de las rASCs con el andamio nHA/RHLC/PLA. Utilizaron 20 conejos
blancos japoneses a los que les crearon un defecto osteoperidstico 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 mecanicas. Sus analisis radiograficos arrojaron que, a las
12 semanas postquirurgicas, solo en el grupo 1: se formd hueso en el sitio del defecto. En el
grupo 2: no hubo evidencia aparente de osteogénesis; en el grupo 3: no se observo formacion
0sea y en el grupo 4: no hubo reparacion del defecto. Los resultados histologicos arrojaron
que, en el grupo 1: se observé una distribucion uniforme de las rASCs en el andamio y estaba
casi completamente degradado; en el grupo 2: se observé neoformacion dsea y crecimiento
de tejido conectivo; en el grupo 3: no se observo formacién ésea y en el grupo 4: no reparo.
Por lo que, ellos concluyeron, que los defectos tratados en el grupo 1 (hBMP2/rASCs-
nHA/RHLC/PLA) regeneraron y el andamio se degradd completamente después de 12
semanas, debido a la modificacién 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 ésea
alveolar humana (aBMSC) sembradas en un andamio de nano-hidroxiapatita/colageno/acido
polilactico (nHAC/PLA). Demostraron la capacidad de las aBMSC para diferenciarse a las
lineas: 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 mandibula y les implantaron (n=6): Grupo 1 (nHAC/PLA), Grupo 2
(nHAC/PLA+aBMSCs), Grupo 3 (hnHAC/PLA+aBMSCs, pre-inducidas en medio osteogénico),
Grupo 4 con (AB) injerto autdgeno 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 histoldgicos, 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 areas del hueso autégeno, asi como
neoformacién ésea, con diferentes disposiciones trabeculares; y en el grupo 5, se observo
poca regeneracion. Mediante micro-CT (reconstruccion 3D) observaron que, en el grupo 1:
hubo neoformacion 6sea en poros abiertos del andamio, con una cicatrizacion incompleta del
defecto. El grupo 2: cicatrizé con hueso cortical delgado. En el grupo 3: la superficie rellend
completamente con un hueso cortical grueso. En el grupo 4: los defectos cerraron bien y no
hubo distincién entre el injerto y el hueso mandibular. El grupo 5: no tuvo regeneracién. Por
ello, concluyeron que, las BMSC pueden ser beneficiosas para el tratamiento de defectos
6seos. Se demostrd que la combinacién de aBMSCs con induccién osteogénica y el andamio
nHAC/PLA podrian 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 conservacion de la cortical mandibular

y excelente andamio para la proliferacion 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 encia (hGMSCs) complementados con
vesiculas extracelulares (EV) y EV disefiadas con polietilenimina (PEIl). El andamio fue
obtenido de una poli (lactida) comercial (PLA; Keytech srl®, Ancona, Italia), con un tamafio
constante de 6 y 12mm, realizados en una impresora 3D. Los andamios fueron implantados
en 24 ratas Wistar macho, a las que se les realizé un corte circular en la region occipital de 5
mm diametro 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 analisis. Los resultados de la evaluacion histoldgica
demostraron que, en el grupo 1, se observé matriz extracelular (MEC) sin signos de
mineralizacion, mientras que en el grupo 2, se inicid el proceso de integracién con la
deposicion de la nueva MEC. En el grupo 3 y 5 se observd mayor crecimiento del tejido
comparado con los grupos 1y 2. En las muestras del grupo 4, fueron visibles numerosos
nodulos éseos, asi como varios vasos sanguineos de diferentes dimensiones que indican una
nueva formacion de red vascular. Los resultados basados en la evaluacion realizada a través
de micro CT, demostraron que el dafio 6seo aun estaba presente en las muestras de los
grupos 1, 2y 3; y en los grupos 4, 5 y 6 la reparacion completa del defecto fue visible.
Concluyeron que, después de 6 semanas, las deposiciones de calcio fueron mas evidentes
en los grupos 3 y 4, donde se activa la induccion local del hueso, mejorando el proceso de
mineralizacion, asi como el desarrollo de una extensa red vascular (indicativa de
osteointegracion). En general, concluyeron que los PEI-EV desempefiaron un papel
fundamental en la determinacion del destino celular. EI PLA fue un biomaterial ideal para la
proliferacion celular, haciéndola mas ordenada y mejorando las propiedades de la creacion
de tejido 6seo (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 realizd un defecto en la tibia de 10 mm a nivel de la diafisis proximal y se dividieron en 3
grupos (n=20): Grupo 1 (SHAM), Grupo 2: PLGA (sin células), Grupo 3: PLGA/ASC
(PLGA+ASC). Se utilizdé PLGA al 10%. Una semana después de la implantacion, se demostro
que las células sembradas se adherian fuertemente al andamio en el grupo 3, lo cual, permitié
un mayor flujo celular, mientras que en el grupo 2 no hubo buen flujo celular. La formacion
0sea fue evaluada radiograficamente inmediatamente después de la cirugia y 8 semanas
después del tratamiento mediante MicroCT, los resultados arrojaron que la tasa de unién 6sea
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 6seos en los bordes del defecto y un area radiopaca en los grupos 1y 2;
en el grupo 3 el area fue mas grande y en su mayoria fue hueso nuevo. En el analisis de MCT,
la diferencia aparente fue la mayor cantidad de hueso nuevo en el grupo 3, en comparacion
con los grupos 1y 2, en los que hubo menor regeneracion y no se observaron diferencias
significativas entre los ultimos grupos. Entonces, concluyeron que la combinacién de PLGA
con ASC representa una nueva y prometedora terapia para la curacién de los defectos tibiales
de tamano critico, debido a que, las ASC aceleraron y mejoraron la reparacion de los defectos,

ademas de que también promovieron la angiogénesis (Hyun Byung, 2012).
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JUSTIFICACION

A nivel mundial, la Op esta relacionada con 8.9 millones de fracturas al afio, de las que 4.5
millones ocurren en América Latina y Europa. En Estados Unidos, Europay Japon la Op afecta
a mas de 75 millones de personas al afo. En México, se ha descrito una prevalencia del 17
% en mujeres mayores de 50 afios. Aunque no es un padecimiento exclusivo de las mujeres,
esta poblacién es las mas afectada debido a que, en la menopausia existe una disminucion
importante de estrogenos y, por ende, esto afecta la fijaciéon del Ca* en los huesos,

haciéndolos mas propensos a fracturas (Guercio, 1999).

En vista de que la Op es una enfermedad crénica y progresiva que afecta a la
remodelacion ésea, la regeneracion ésea se convierte en un reto clinico muy importante. La
pérdida 6sea 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 estandar de oro) no es una opcion viable para la
rehabilitaciéon de estos casos, ademas que el procedimiento es incomodo, 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 funcion de un érgano o tejido, que deberan ser probadas
en modelos de estudio controlados, como el nuestro, en ratas osteopordticas, lo que nos
permitié evaluar la efectividad y optimizar el método en la elaboracién del mismo, para mejorar

la regeneracién ésea.

En este trabajo, se utilizé6 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 proliferacion, auto-renovacién y diferenciacion, contando como sefal para

inducir la regeneracion 6sea con el medio de induccidn osteogénico.
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HIPOTESIS

El uso de constructo tridimensional elaborado de un andamio de PLA con células MSCat pre-
inducidas hacia el linaje osteogénico, si promovera la regeneracion 6sea en un modelo murino

de osteoporosis.
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OBJETIVO

General

Evaluar la regeneracién oOsea, utilizando un constructo tridimensional elaborado con un

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

Especificos

e Describir y comparar la regeneraciéon ésea entre los diferentes grupos (OLD y OVX).

e Describir y comparar la regeneracién 6sea de las diferentes terapias empleadas sobre
el defecto.

e Evaluar y comparar la capacidad de induccion hacia la regeneracién 6sea 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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METODOLOGIA

Los estudios fueron realizados en el Grupo de Investigacion en Células Troncales e Ingenieria
de Tejidos (GICTIT), del Laboratorio de Investigacion Odontoldgica (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 Cuautitlan Campo 4 (FESC-C4). Para ello, se conté con los
avales de la comision de Bioseguridad folio: 089, y de la comision 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- ZO0O-1999” por lo que tuvieron agua y comida Ad-libitum durante todos los
procedimientos, con ciclos 12:12 de luz/obscuridad; ademas, para garantizar su bienestar y
satisfacer las necesidades de la investigacion, asi como reducir o eliminar las variables
experimentales, los lugares donde se alojaron a las ratas y donde realizamos los
procedimiento quirurgicos, fueron: La Unidad de Aislamiento y Bioterio de FESC-C4 y en el
Bioterio de la FESI.

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

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

La eutanasia se realizé por sobre exposicién de CO. y los cadaveres, asi como, todos
los residuos bioldgico/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 Alvarez Pérez del Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos
de la Facultad de Odontologia, UNAM.
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Diseino 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

GRUPO DERECHO IZQUIERDO TIEMPO DE ESTUDIO ‘
ovXx PLA+MSCat Intacto 30 dias
ovX PLA+MSCost Intacto 30 dias
ovXx PLA Intacto 30 dias
ovXx MSCat Intacto 30 dias
ovXx MSCost Intacto 30 dias
ovX Sham Intacto 30 dias
GRUPO DERECHO IZQUIERDO TIEMPO DE ESTUDIO ‘
OLD PLA+MSCat Intacto 30 dias
OLD PLA+MSCost Intacto 30 dias
OLD PLA Intacto 30 dias
OLD MSCat Intacto 30 dias
OLD MSCost Intacto 30 dias
OLD Sham Intacto 30 dias

Tabla 4). Se considerd el menor niumero de especimenes a utilizar para tener una suficiencia

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

GRUPO DERECHO IZQUIERDO TIEMPO DE ESTUDIO
ovXx PLA+MSCat Intacto 30 dias
ovX PLA+MSCost Intacto 30 dias
ovX PLA Intacto 30 dias
ovX MSCat Intacto 30 dias
ovXx MSCost Intacto 30 dias
ovXx Sham Intacto 30 dias
GRUPO DERECHO IZQUIERDO TIEMPO DE ESTUDIO ‘
OLD PLA+MSCat Intacto 30 dias
OLD PLA+MSCost Intacto 30 dias
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OLD PLA Intacto 30 dias

OLD MSCat Intacto 30 dias
OLD MSCost Intacto 30 dias
OLD Sham Intacto 30 dias

Tabla 4. Tabla de los grupos OVX'y OLD.

Pasado el tiempo de estudio, las ratas fueron sacrificadas por sobreexposicién de CO; y las
muestras obtenidas se fijaron con Paraformaldehido con PBS al 4 %.

Modelo Animal de Osteoporosis

La mitad de los especimenes (n=24), elegidos de manera aleatoria, se les indujo osteoporosis
mediante ovariectomia (OVX) bilateral. Los animales fueron pesados en una bascula digital y
anestesiados via intraperitoneal. Se afeitd la zona quirirgica y se desinfectd con solucion
Antibenzil® (cloruro de benzalconio). Con un bisturi y una hoja #15, se realizd una incision de
una sola intencién, 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 Ovariectomia. La flecha sefiala la luz de la trompa de Falopio; por el otro lado, el circulo
sefiala 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 suturd el musculo con acido-poliglicolico (Vicryl) 4-0’s, técnica de

cruz y con seda 3-0’s, técnica puntos simples la zona de la piel.
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Al concluir 3 meses post-ovariectomia, se realizaron radiografias de la extremidad
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inferior derecha de manera mensual, hasta que fue radiograficamente visible el desarrollo de
la enfermedad. Se dio seguimiento con el método colorimétrico para la determinacién de Ca*

en suero con el uso de un espectrofotometro (Ca-Color AA, Laboratorios Wiener, S.A.I.C.).

31



Extraccién de tejido adiposo para la obtencion de las MSCat

Para la extraccion de la muestra de tejido adiposo subcutaneo, 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 bascula digital y anestesiados. Se prepararon para la
cirugia, rasurandolos y realizando asepsia en el area quirurgica. Se realiz6é una incisiéon con
bisturi #15 en una sola intensién de 2 cm de longitud en la zona ventral, se realizé diseccion
roma con pinzas mosco-curvas para separar el tejido adiposo subcutaneo de la piel y se
tomaron muestras, de aproximadamente 3 g (Fig. 7). El tejido se colocé en un tubo de 15 mm
FALCON® con HBSS 1 % (Solucién de Hank’s) para su transporte y su procesamiento
inmediato en el cuarto de cultivos de GICTIT. Se sutur6 la herida con seda 3-0’s, técnica de
puntos simples. Las ratas fueron medicadas con la terapia antes mencionada posterior a la

cirugia.

Fig. 7. Extraccion de tejido adiposo; A) Proceso de extraccion, B) Muestra de tejido adiposo.
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Obtencion y aislamiento de las MSCat

En el cuarto de cultivos de GICTIT, LIO de la FESI se realizé la extraccion de las MSCat a
partir de la muestra de tejido adiposo previamente obtenida, en condiciones estériles en la

cabina de Seguridad Bioldgica Clase Il Tipo A2.

Se realizaron 3 lavados del tejido con HBSS 1 %. Posteriormente, el tejido se disgrego
con bisturi y hoja #11 sobre una caja Petri. La digestion enzimatica se realizé con 3 ml de
colagenasa tipo | al 0.01 % Gibco® e incubados en condiciones estandares durante 45
minutos. Pasado este tiempo, la reaccion fue inactivada con D/MEM Biowest® suplementado
(D/MEMS) que contenia: D/MEM, FBS 10 % y Antibiotico al 1 % en una proporcion 2:1,
después fue tamizado por una malla de poro 100 um, la solucién obtenida se centrifugd 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 boton celular (pellet) (Fig. 8). Se retiro el
sobrenadante y al pellet se afiadieron 3 ml de D/MEMS y se volvid a re-suspender, se repitid

este procedimiento dos veces mas.

El pellet obtenido de la ultima centrifugacion fue re-suspendido y se sembré en 1 frasco
de cultivo de 25 cm? e incubado a condiciones estandares de cultivo (atmdsfera himeda al
95%, 5%CO,, a 37°C) en una incubadora Nuaire©

Fig. 8. A) Disgregaciéon mecanica del tejido adiposo,; B) La flecha sefala el pellet, posterior a la centrifugacion.
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Subcultivos

Cuando el cultivo llegd a confluencia (células poblando la superficie del frasco en un 80 %
aproximadamente) se realiz6é un lavado con HBSS 1 % y posteriormente, se agregé 1.5 ml de
tripsina al 0.1% (0.25 % Trypsin/EDTA, 0.1 % in HBSS) Biowest®, se incubd en condiciones
estandares durante 3 minutos y se inactivé la reaccion enzimatica de la tripsina con D/MEMS
en proporciéon 2:1. Después, se centrifugo a 1040 rpm durante 10 minutos, se realizé el conteo
celulary se sembré nuevamente incubando en condiciones estandares (las células empleadas

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

Conteo celular con camara Neubauer

Posterior a la centrifugacion, el pellet celular fue resuspendido en 1 ml de D/MEMS. De esta
resuspension, se tomaron 50 yl que se colocaron en un eppendorf de 0.5 ml, se le agregaron
50 pl de azul de tripano, se resuspendié nuevamente y se tomaron 10 yl para contar en la

camara Neubauer (Fig. 9).
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Fig. 9. Imagen de la camara de Neubauer: A) es el grabado de la camara (hematocitémetro) 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
tefiidas por azul de tripano. C) Esquema del recuento de los campos dentro de los cuadrantes (los del margen rojo).

Diferenciacion al linaje osteogénico

Posterior al sembrado celular de las MSCat en los frascos de cultivo, se separaron la cantidad
de 7 frascos de 75 cm? para colocarles MO, el cual contenia: D/MEMS, FBS 10 %,
antibidtico/antimicotico 1 %, dexametasona 0.1 mM, beta-glicerol-fosfato 10 mM, ascorbato-
2-fosfato 10 mM. Se realizd el cambio de medio de cultivo, cada 3 dias durante 14 dias,

posteriormente fueron sembradas sobre el PLA.

e
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Acondicionamiento del PLA previo a su implantacion

El PLA fue cortado en rectangulos 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 dias, para permear
los constructos y facilitar la colonizacion celular. Después de 7 dias, se procedié al sembrado

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

Sembrado celular

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

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

N células / (4 x 10—-4 mf) = N/4 x 104 células/m{

Siendo N = n° total de células contadas en las 4 zonas.

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

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

El sembrado de los andamios de PLA, se realizé6 en placas de 96 multipocillos
previamente hidratado con D/MEMS, a los cuales, se les retir6 el medio anterior y se les coloco
D/MEMS o D/MEM osteogénico (MO), segun el grupo de estudio, que se cambié cada tercer

dia y se mantuvieron asi durante 14 dias.

Diseno del constructo

Después de los 14 dias 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 cambié el medio de cultivo y luego, se implantaron e los defectos

0seos.
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Disefio quirurgico del defecto 6seo mandibular

Transcurridos 8 meses posteriores a la ovariectomia, los animales fueron pesados y
anestesiados. Se realizé una incision de 1.5 cm a lo largo del borde inferior mandibular del
lado izquierdo y diseccion roma, separando los musculos (masetero y buccinador), dejando
expuesto el hueso mandibular. El defecto se realizé con un micromotor (Strong 210® Korea) y
una fresa de bola del #4 a una velocidad menor a 1000 rpm, durante el proceso, se irrigd de
manera constante con solucién fisioldgica. Las dimensiones del defecto fueron de: 4mm de
largo (debajo de la linea 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 suturd el musculo con acido-poliglicélico (Vicryl) 4-
0’s, técnica de puntos separados (2 puntos). Para unir la piel, se suturé con seda 3-0’s, técnica
puntos simples. Las ratas fueron medicadas con antibiético y analgésico, con las dosis antes
mencionadas post cirugia y monitoreadas hasta el sacrificio (30 dias posteriores a la cirugia)
(Fig. 10).

Fig. 10. A) Medidas del disefio de defecto quirdrgico; 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 radiografico

Para el registro del progreso de la enfermedad de Op en el hueso, se tomaron radiografias a
los especimenes al inicio y al final del proceso de OVX. En un equipo Rayos X Dental Corix
70 Plus USV Movil, con peliculas radiograficas Dentales Carestream® de alto contraste y

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

Para tomar las radiografias, los especimenes fueron pesados y anestesiados,

colocados en una posicion decubito prono.

Control de pesos

Durante el estudio, los especimenes se pesaron de manera mensual en una bascula Digital
Electronica 0.1/1000 g de Gran Precision marca KERN® para obtener el registro de los

cambios en el peso.

El primer peso registrado fue al momento de la entrega de los especimenes, los cuales
contaban con 8 semanas de edad y 200 g de peso aproximadamente y el ultimo peso

registrado fue el dia del sacrificio.

Cuantificacion de Ca* en suero mediante el uso de espectrofotémetro

El estudio se realizéd en un Espectrofotémetro digital S2150- marca Unico, con un rango de
longitud de onda de 325-1000 NM, del LIO.

La espectrofotometria estudia los fendmenos de interaccion de la luz con la materia,

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

En nuestro caso, utilizamos la espectrofotometria de absorcion que usualmente, es
usada con moléculas disueltas en un solvente transparente. La absorbancia depende
linealmente de la concentracion, lo que hace que esta técnica sea ideal para realizar
mediciones cuantitativas. Esta técnica, es una excelente técnica para seguir reacciones de
unién a ligando, catalisis enzimaticas y transiciones, conformacionales en proteinas y acidos
nucleicos. Las mediciones espectroscépicas son muy sensibles y se requieren pequenas

muestras de material para el analisis.
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Al término del estudio, es decir, el dia de la eutanasia, se tomaron muestras de sang?elos
especimenes de los grupos OVX y OLD, mediante puncién intracardiaca (aproximadamente
1 ml) mediante una jeringa de 1 ml; debido a que, la localizacién para la puncion asegura el
bombeo cardiaco y esto ayuda a que la muestra no se coagule antes de obtener la cantidad
adecuada (Fig. 11).

Fig. 11. Fotografia del procedimiento de obtenciéon de la muestra de sangre, en el momento de la puncion
intracardiaca.

Una vez tomada la muestra se centrifugé a 3500 rpm durante 15 min, para obtener el plasma;
esto para cuantificar niveles de Ca* sérico a través de espectrofotémetro, un reactivo de o-
cresolftalein complexona (0-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 realizo el procedimiento de la preparacion de los reactivos para

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

Fig. 12. Estudio en espectrofotometro; A) Preparacion de la cubeta con el reactivo, B) Cubeta colocada para la
lectura.
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Analisis estadistico

Los datos de los experimentos se expresaron como la media SEM. Los analisis estadisticos
se realizaron con el software estadistico GraphPad Prism 5.0 para Windows XP utilizando el
método de ANOVA, Krus Karl Wallis con el test post hoc de comparacion multiple de

Bonferroni (una cola) para comparar las medias. La significacion estadistica se establecié en
* p<0.05.
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Estudios Histologicos

Durante el sacrificio, se tomaron las muestras mandibulares y fueron lavadas, se les retiro la
piel y el musculo, y se fijaron en una solucion de Paraformaldehido al 4% y un buffer de PBS
pH 7.4. El procesamiento de las muestras fue realizado conforme al manual de
“Procedimientos basicos para el Laboratorio de Apoyo y Diagnéstico” realizado por el Dr.

German Isauro Garrido Farina.

Las muestras fueron descalcificadas con acido nitrico al 7.5 % en formalina
amortiguada al 5.2 % durante 14 dias. 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 solucién, se volvieron a enjuagar con agua corriente y se
comprobd la maleabilidad del hueso. Posteriormente, las mandibulas fueron cortadas con una
hoja de micrétomo de bajo perfil en sentido vertical siguiendo el eje longitudinal del defecto (al

principio del defecto) (ver Fig. 13).

Fig. 13. Fotografia del momento en el que se realizé la seccion mandibular sobre el eje longitudinal (separando
porcién anterior de posterior).

Después de la deshidratacién, las muestras fueron incluidas en parafina durante 2 horas,
posteriormente, se incluyeron en parafina Il por 2 horas a 48°C, y se realizaron los bloques

histologicos.

Los cortes histologicos fueron realizados en un Microtomo Leyca® con cuchillas
desechables de perfil bajo, tomados de forma seriada de entre 3-4 um de espesor, puestos
para su expansion en un bafo de flotacion y con albumina 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 realizé la tincién H&E (revisar anexo) siguiendo el protocolo de rutina. Se utilizé resina
sintética para fijar el cubreobjetos.

Las muestras fueron observadas en el microscopio 6ptico Microscopio Zeiss®, modelo
AxioLab A1 a 10x, 20x y 40x. Las fotografias fueron tomadas con una Camara Canon® tipo
Reflex Eos T5 y analizadas con el programa ZEN®. Posteriormente, las imagenes fueron
editadas con el programa Photoshop versién CC 2015.
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RESULTADOS

Evaluacién radiografica de mandibula y miembro inferior de rata

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

compacto con buena radiopacidad. En la zona de la diafisis y meseta tibial, destacan, areas
con radiopacidad marcada en la zona cortical. Mientras que, en la radiografia OVX final (Fig.14
A, inciso b), el espacio correspondiente al hueso trabecular de la zona de la meseta tibial, se
observd mayor radiolucidez, mientras que, en la zona del hueso cortical, una radiopacidad
menos marcada. En el grupo OLD, en la radiografia inicial (Fig.14 A, inciso c¢), observamos
una rata sana y joven, con buena radiolucidez en la zona cortical de la diafisis tibial, en
comparacion a la radiografia final (Fig.14 A, inciso d), donde se nota una pérdida de la

densidad 6sea, cercana al margen 6seo del periostio.

Mandibula: en el grupo OVX, en la radiografia 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 linea
oblicua externa de la mandibula y en la radiografia final (Fig.14 B, inciso b), se muestra el
hueso mandibular radioltcido, tanto en la zona del diastema como en la zona del cuerpo
mandibular (ver Fig. 14B inciso b). En el grupo OLD, en la radiografia inicial (ver Fig. 14B
inciso c) se logra ver una radiopacidad mas marcada en la zona del diastema y de la linea
oblicua externa, sin embargo, aunque en la radiografia final (ver Fig. 14B inciso d), se nota la
pérdida de densidad ésea en las zonas antes mencionadas, no es tan marcada como en la

radiografia final del grupo OVX.
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a) OVX inicial b) OVX final

/

¢} OLD inicial d) OLD final

Fig. 14. A) Radiografias de miembro inferior derecho de rata, donde se observa la epifisis distal del fémur, el disco
articular, la meseta tibial, la cabeza del fémur, diafisis del peroné y tibia; a) Radiografia inicial del grupo OVX, b)
Radiografia final del grupo OVX, ¢) Radiografia inicial del grupo OLD, d) Radiografia final del grupo OLD. Con la
flecha amarilla indicamos la zona en la que se notaron mas cambios en la densidad 6sea.

a) OVX
inicial

c) OLD
imicial

B) Radiografia de la mandibula de rata, se observan los incisivos, molares, cuerpo mandibular y parte del angulo
mandibular; a) Radiografia inicial del grupo OVX, b) Radiografia final del grupo OVX, ¢) Radiografia inicial del grupo
OLD, d) Radiografia final del grupo OLD. Con la flecha amarilla indicamos la zona en la que se notaron mas
cambios en la densidad osea.
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Analisis de pesos de los grupos OVXy OLD

Se realizé una comparacion entre los pesos de los especimenes OVX y OLD, donde

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

En el grupo OVX, el peso mas alto registrado antes del sacrificio fue de 503 g y el
menor peso registrado fue de 345 g. En el grupo OLD, el peso mas alto registrado fue de 399

gy el menor fue de 368 g.

La mediana esta representada por la linea 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 significaciéon estadistica
fue de *** p<0.0001 (ver Graf. 2).

El mayor aumento de peso se observo en el grupo OVX, donde se noté un aumento

de hasta un 100 % del peso inicial.
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450+ whk
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4004

3754

3504
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300+

275+

250+ —_—

225+

200 T T
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Gréafica 1. Comparacion de peso entre OVX y OLD. Donde *** p<0.0001
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Concentracion de Ca* en suero

Primero se realizé una curva patrén para poder calcular la concentracion de Ca*, segun las
instrucciones del fabricante (revisar anexo 3) (muestras color verde); posteriormente se midid
la absorbancia, obteniendo asi, los datos de concentracion y absorbancia de las muestras de
suero total de los especimenes y se introdujo la informacién en la ecuacion despejada que
describe la relacion absorbancia/concentracién, que se obtuvo previamente de la curva patrén

(ver Grafica 3).

0.35

0.3

0.25

o
N}

©
=
wn

Concentracion

0.1

0.05

1

Absorbancia

M Valores de referencia M Valores OLD Valores OVX

Grafica 3. Comparacioén de concentracion de Calcio en suero entre OVX (verde) y OLD (azul).

Con esto, se observé 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 observacion clinica de grupos OVXy OLD

Grupo OVXy OLD:

¢ Ninguno de los especimenes presentd complicaciones quirdrgicas o alguna otra
alteracion al momento de la OVX.

¢ Ninguno de los especimenes presentd fracturas durante los 8 meses post-OVX

¢ No se presentaron procesos de infeccion.

e Los especimenes continuaron con su alimentacion normal post cirugia.

¢ No se presentaron procesos de infeccion.

e Todos los especimenes cicatrizaron de acuerdo a lo esperado.

Resultados morfolégicos de grupos OVXy OLD

Posteriormente, en el momento de los sacrificios, al tomar las muestras de mandibula, se
tomaron fotografias digitales para observar los tejidos macroscopicamente. Se observd que
en ambos grupos (OVX y OLD), la mandibula se encontraba intacta y se podian observar

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

Fig. 15. Estructuras anatémicas de la mandibula. Muestra del grupo OVX con terapia de PLA+MSCat. Observamos
estructuras como: apdofisis coronoides (naranja), escotadura mandibular (rosa pastel), apofisis condilar (morado),
angulo mandibular (verde aqua), tuberosidad maseterina (amarillo), cuerpo mandibular (magenta), rama
mandibular (azul), zona de molares (verde), incisivo (rojo), diastema (blanco) y linea oblicua externa (negro).

s
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Fig. 16. Foto macroscopica: A) Muestra del grupo OLD intacta; B) Muestra del grupo OVX intacta. En el
rectangulo azul se muestra el area del defecto.

En el grupo PLA se observé el biomaterial presente, cubierto por tejido de reparacion. En la
muestra del grupo OLD (ver Fig. 17 A) se ve un abultamiento mayor, de tejido duro en el sitio

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

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

En el grupo PLA+MSCat, se observo 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 rebaso el grosor del hueso y el biomaterial se

encontraba envuelto por una capsula de tejido blando.

Fig. 18. Foto macroscépica: A) Muestra del grupo OLD con terapia de PLA+MSCat; B) muestra del grupo OVX
con terapia de PLA+MSCat. En el rectangulo azul se muestra el area del defecto.
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En el grupo OLD PLA+MSCost, el biomaterial se integré adecuadamente al tejido y dentro de
los limites del defecto, sin presencia de una capsula que lo rodeara (ver Fig. 19 A), mientras
que el grupo OVX PLA+MSCost, la capsula fue evidente, aunque de un tamafio menor en

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

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

El grupo MSCat, se observa en ambas muestras OLD y OVX (ver Fig. 20) que existe
reparacion 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 macroscépica: A) Muestra del grupo OLD con terapia de MSCat; B) Muestra del grupo OVX con
terapia de MSCat. En el rectangulo azul se muestra el area del defecto.
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El grupo MSCost, en ambas muestras OLD y OVX (ver Fig. 21) el defecto se reparé
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 mandibula

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

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

El grupo Sham (cirugia sin terapia) existe tejido de reparacién en aproximadamente 80 % del
defecto en el grupo OLD; en el grupo OVX Sham se observa una ligera depresion en el cuerpo

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

Fig. 22. Foto macroscopica: A) Muestra del grupo OLD Sham; B) Muestra del grupo OVX Sham.
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Resultados histolégicos

Histologicos de fémur

Se analizaron los cortes histologicos del fémur obtenidos de las muestras de los especimenes
de los grupos OVX y OLD observando la epifisis proximal. Se compard la histologia 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 ésea como
la Op. En los cortes, se observd la cortical, el hueso trabecular, el periostio, las lineas de

crecimiento 6seo y el espacio medular.

En la muestra de fémur del grupo OVX, se observé un menor nimero 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 mas delgados

(ver

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

Fig. 23 C).
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Fig. 23. A) Muestra tefiida con H&E de la epifisis 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 6sea; C) Acercamiento
a 20x del disco epifisiario, observando el crecimiento cartilaginoso. Se observa que el espacio trabecular (inciso A)
es mas amplio que en una rata OLD (Figura 24 A), se nota mucho mas delgado el periostio y el endostio en la
superficie externa del hueso en una rata OVX que en el de la muestra OLD.

51



En las muestras de fémur del grupo OLD, se observé un mayor numero 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 mas ancho (ver Fig. 24 B), existe

poca proliferacion de cartilago (ver Fig. 24 C).

Fig. 24. A) Muestra tefiida con H&E de la epifisis 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 6sea; C) Acercamiento
a 20x del disco epifisiario, observando el crecimiento cartilaginoso. Se observa que el espacio trabecular (Inciso
A) tiene un mayor nimero 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 mas amplios en comparacion con el grupo OLD. También en el grupo
OVX las trabéculas se observaron mas delgadas con mayos espacio entre ellas relleno de
meédula ésea y un hueso cortical mas estrecho. También, el espacio del periostio y endostio
en la superficie externa del hueso, fue mas delgado en el grupo OVX que en el grupo OLD

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

Para la descripcion histologica de las muestras mandibulares, se tomd en cuenta lo siguiente:

e 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. Esta
compuesto por células, fibras y sustancia extracelular abundante.

o Tejido conectivo laxo: tejido que contiene fibras de colageno y elastina,
contiene abundante matriz extracelular. Histolégicamente, podemos observar
muchos fibrocitos con nucleos pequefios.

o Tejido conectivo denso: predominan fibras colagenas 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 colagenas discurren muy apretadas y orientadas
de forma paralela. Podemos encontrarlo en tendones y ligamentos
principalmente.

= Tejido conectivo irregular o no modelado: las fibras colagenas forman
redes tridimensionales, son mucho mas gruesas y numerosas en
comparacion con el laxo. Estd compuesto principalmente por fibrocitos,
histolégicamente, solo logra verse el nucleo aplanado relativamente

Ooscuro.
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Se realizaron cortes transversales sobre el eje longitudinal a las muestras mandibulares,
dividiendo la porcion anterior de la posterior (ver Fig. 13). Asi, se observaron diferentes
estructuras como: diente, pulpa, ligamento periodontal, hueso trabecular y maduro, nervio, y
algunos capilares (ver Fig. 25). Las imagenes fueron tomadas a 10x y las zonas de interés a

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

Fig. 25. Muestra tefiida con H&E de una mandibula 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 ésea.
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Fig. 26. Observamos la zona del defecto con diferentes areas identificadas sobre él. Muestra tefida con H&E de
una mandibula de rata del grupo OLD intacta, tomada a 10x de la zona del defecto mandibular, en donde se
describe: borde superior e inferior, area externa (periostio) y el area interna (ligamento periodontal) y zona centro
del defecto.
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Grupo OVX-SHAM

En todas las muestras, se observd que el defecto no reparé por completo, aunque, existia
tejido conectivo que rellend los defectos y disminuyo con ello, el grosor de la cortical. En la
imagen, la zona centro presentd tejido conectivo, al igual que en el area interna, ambas sin
evidencia de neoformacion ésea. En el area externa, se observé que los bordes del defecto
parecian afrontados, aunque sin evidencia de neoformacion dsea. En el borde superior, se
observé la presencia de vasos sanguineos (flecha azul) y en el borde inferior, existe tejido
conectivo con caracteristicas de denso regular (flecha roja) y una gran cantidad de células

sanguineas (ver Fig. 27).

A)

HM

Fig. 27. A) Muestra tefida con H&E de una mandibula 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 d6sea; B)
Acercamiento a 20x de la zona central del defecto. Existe la presencia de vasos sanguineos y ligamento periodontal
(flecha azul) y tejido conectivo denso regular (flecha roja).
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Grupo OVX-PLA

En todas las muestras, se observo que el biomaterial se encontraba aln presente en la zona
del defecto y en proceso de sustitucion por tejido conectivo irregular, principalmente cerca del
area interna. En la zona centro, se observaron las tres capas del biomaterial integrado por
tejido conectivo (recuadro naranja). En el area externa, la ultima capa estaba aparentemente
mas reabsorbida. En el area interna, se observé una gran cantidad de células, algunas con
apariencia de fibroblastos, de células mesenquimales o células linfoides mononucleadas. En
el borde superior, existen algunos vasos sanguineos (fecha azul), tejido con apariencia de
osteoide (flecha verde) y presencia de posible neoformacién ésea (flecha amarilla). El
biomaterial se roded de tejido conectivo laxo, y entre cada capa. El defecto comenzé a

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

Fig. 28. A) Muestra teriida con H&E de una mandibula 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: acido
poli-lactico; B) Acercamiento a 20x de la zona superior del defecto. Se observa la presencia de vasos sanguineos
en el borde superior, inferior y el area externa del defecto (flecha azul), tejido organizado con apariencia de osteoide
en el area interna del defecto (flecha verde) y posible neoformacion ¢sea (flecha amarilla). En el biomaterial se
infiltré tejido conectivo laxo (recuadro naranja).
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Grupo OLD-PLA

En todas las muestras, el biomaterial rellené los defectos y se encontraba en proceso de
sustitucion, 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
neoformacion osea (flecha verde). Se observaron células gigantes multinucleadas en el area
interna y externa del defecto (flecha amarilla y azul). En el borde superior e inferior (el recuadro
naranja) se observaron algunos vasos sanguineos, 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 tefiida con H&E de una mandibula del grupo OLD-PLA, a 10x, donde D: diente, P: pulpa, HM:
hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, N: espacio del nervio, PLA: acido poli-lactico, B) Acercamiento
a 20x de la zona inferior del defecto. Se observd la posible neoformacion 6sea en la zona centro del defecto (flecha
verde). Se aprecian células mononucleadas, gigantes multinucleadas y células con apariencia de fibroblastos en
el area 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 observd neoformaciéon ésea en la periferia del defecto con gran
numero de células con nucleos 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 area interna, el ligamento periodontal mantuvo
una apariencia normal y zonas de neoformacion 6sea (flecha verde). En el borde superior e
inferior del defecto, se observaron vasos sanguineos y gran numero de células de tejido

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

A)

Fig. 30. A) Muestra tefiida con H&E de una mandibula 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 sanguineos (flecha azul) y tejido conectivo, con abundantes células
mononucleares y con apariencia fibroblastoide (recuadro rojo), neoformacion 6sea (flecha verde).
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Grupo OLD-MSCat

En todas las muestras, se encontré presencia tejido conectivo regular y de vasos sanguineos,
asi como hueso neoformado cerrando los defectos, pero con un grosor disminuido de la
cortical ésea. En la imagen, la zona centro perdid la continuidad, sin embargo, en el area
interna, se observa tejido conectivo con células mononucleadas. Los bordes superior e inferior
del defecto, se observo tejido conectivo con abundante matriz extracelular y pocas células
mononucleadas. En algunos casos, en los limites del defecto, se observé tejido osteoide o
neoformado con una apariencia mas organizada, visto de afuera hacia adentro. Aunque el
defecto no se reparé completamente, aparenta que los bordes se acercaron con reparacion
de afuera hacia adentro (ver Fig. 31).

Fig. 31. A) Muestra tefiida con H&E de una mandibula 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), neoformacioén ésea (flecha verde) y periostio (flecha negra) en la zona externa
del defecto.
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Grupo OVX-MSCost

En todas las muestras, se observé que la zona centro del defecto presento tejido conectivo
con caracteristicas de denso. En la imagen, se observé un aumento de volumen, lo que
sugiere una reparacion/regeneracion excesiva en cuando a los limites del defecto, al igual
que, un aumento en el numero de células que conservan sus caracteristicas normales. En la
zona centro, fue posible observar tejido con caracteristicas de osteoide, que se pigmento con
un color mas rosa (flecha roja), y células similares a osteocitos, con forma de lagunas
osteocitarias vacias (flecha verde) en su interior. En el area interna y externa, se observo gran
cantidad de células mononucleares. En el borde superior e inferior del defecto, se notaron
algunos vasos sanguineos, al igual que gran cantidad de células linfoides y de apariencia
fibroblastoide, haciendo evidente en donde comenzaba el tejido 6seo maduro. En este grupo,
se logré ver que el defecto repard de buena forma, totalmente relleno con neoformaciéon 6sea

en forma de lagunas (ver Fig. 32).

B)&z
s g

Fig. 32. A) Muestra tefida con H&E de una mandibula 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:
meédula 6sea; B) Acercamiento a 20x de la zona superior del defecto. Sobre la zona centro del defecto, fue posible
observar tejido con caracteristicas de osteoide, que se pigmento menos, con un color mas rosa (flecha roja), y que
presento en su interior células similares a osteocitos, en algunos casos con forma de lagunas osteocitarias vacias
(flecha verde).

62



Grupo OLD-MSCost

En todas las muestras, en la zona centro, se observé presencia de tejido conectivo con
caracteristicas de denso irregular y tejido osteoide. En la imagen, los bordes del defecto
cerraron con presencia de tejido 6seo, tanto hueso viejo de los bordes hacia el centro, como
tejido con caracteristicas 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 numero de células con apariencia de fibroblastos tanto en el area interna y externa que
rellenan el defecto. En casi todas las muestras de este grupo se observé el cierre del defecto,

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

Fig. 33. A) Muestra tefiida con H&E de una mandibula 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 sanguineos (flecha azul), en la parte interna
del defecto, presenciamos restos de material extrafio 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 observd un ensanchamiento de la cortical mandibular, al igual que
presencia de tejido conectivo con caracteristicas de regular, con el material rellenando por
completo el defecto y sin sobrepasar sus limites. En la imagen, en la zona centro, se observa
el PLA, pero unicamente dos capas, la tercera, no es claramente distinguible entre el tejido
conectivo regular. Se observaron areas muy pequefas de tejido con caracteristicas de
osteoide (se observo tefido de un color mas rosa) (flechas azules). En el area interna, el
ligamento periodontal se conservé delgado y sin evidencia de inflamacion. En el area externa,
el tejido conectivo y neoformado no sobrepasaron los limites del defecto. En los bordes
superior e inferior del defecto, se observé claramente delimitado el hueso previo, que formaba
las paredes del defecto. El defecto se rellend del biomaterial en proceso de reabsorcion

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

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

En todas las muestras, el biomaterial se integré practicamente por completo, ademas, se
dificulta la localizacién de biomaterial remanente, ya que, posiblemente, se encontraba en
proceso de degradacion integrado con el tejido conectivo y son células que proliferaron en él
y se conservé el grosor de la cortical 6sea. En la imagen, se not6 una disminucion del tamafio
del defecto, en la zona centro, se observé tejido conectivo denso organizado (recuadro rojo).
En el area interna, el ligamento periodontal no present6 inflamacién. En el borde superior, el
tejido 6seo remanente que conservo la anchura de la cortical. Hacia el borde inferior, se nota
reunion de células gigantes conformadas por macréfagos (flechas azules) y tejido conectivo
(recuadro rojo) hacia el area 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 tenida con H&E de una mandibula del grupo OLD- PLA+MSCat, 10x, donde D: diente, P: pulpa; HM:
hueso cortical maduro; LP: ligamento periodontal;, N: espacio del nervio; PLA: acido poli-lactico; M: médula ésea; B)
Acercamiento a 20x de la zona superior del defecto. Hacia el borde inferior, se nota reunién de células gigantes
conformadas por macréfagos (flechas azules) y tejido conectivo (recuadro rojo) hacia el area externa.
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Grupo OVX-PLA+MSCost

En este grupo los defectos no se observaron claramente delimitados ya que se observo el
cierre de los mismos con una cortical mas delgada. En la imagen, el tejido 6seo cerré el
defecto desde el area externa hasta la zona centro de donde estaba el defecto, es hueso
neoformado con osteocitos dentro de sus lagunas osteocitarias y vasos sanguineos, sin
embargo, el grosor de la cortical no mantuvo la misma anchura (linea punteada amarilla). En
el area interna, el ligamento periodontal contiene una mayor cantidad de matriz extracelular,
con presencia de apariencia fibroblastoide. En el area externa, el hueso neoformado, se roded
de tejido conectivo en la superficie, lo que seria el periostio (recuadro rojo). En los bordes
superior e inferior, se observan los limites del hueso viejo y nuevo, mas evidente en el borde
inferior (ver Fig. 36).

Fig. 36. A) Muestra tefiida con H&E de una mandibula del grupo OVX-PLA+MSCOST, 10x, donde D: diente, P:
pulpa, HM: hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, N: espacio del nervio, M: médula 6sea, HN B)
Acercamiento a 20x de la zona central del defecto. Se observa una zona de regeneracién 6sea (recuadro rojo), y
presencia de tejido conectivo en la zona interna y externa del defecto (linea punteada amarilla).
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Grupo OLD-PLA+MSCost

En todas las muestras se observé sobrecrecimiento de tejido por afuera de los bordes del
defecto que se realizé. 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 observo tejido 6seo nuevo, en forma de red en el centro del defecto y en el centro del
biomaterial, este tejido éseo nuevo con la tincidon se observdé mas rosa, el crecimiento de tejido
0seo nuevo parece ser de adentro hacia afuera con numerosas lagunas osteocitarias, algunas
vacias (aparentemente) (flecha roja) y claramente diferente del hueso remanente de los
bordes superior e inferior del defecto. Por otro lado, en el area interna, se visualiza el ligamento
periodontal con apariencia normal y de tejido conectivo y en el area externa, se observo
sobrecrecimiento de aparente tejido conectivo con gran nimero de células mononucleadas
con forma fibroblastoide (recuadro azul). En el borde superior se observé mejor el limite del
defecto con hueso antiguo y en los bordes inferiores no siempre se observé de forma clara
(ver Fig. 37).

Fig. 37. A) Muestra tefiida con H&E de una mandibula del grupo OLD- PLA+MSCost, 10x, donde D: diente, P:
pulpa, HM: hueso cortical maduro, LP: ligamento periodontal, PLA: acido poli-lactico, M: médula ¢sea, B)
Acercamiento a 20x de la zona central del defecto. Se observa que el PLA (flecha amarilla) esta siendo
reemplazado por tejido conectivo en la zona central del defecto (recuadro azul) y en el area externa del defecto,
neoformacion 6sea (flecha roja).
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DISCUSION

Actualmente, la MR es un campo de investigacion amplio que, en conjunto con la IT, nos
ofrece nuevas terapias para la reparacion/regeneracion de tejidos, a partir de la utilizaciéon de
MSC y biomateriales. Estas disciplinas en conjunto, nos permiten ofrecer nuevas opciones de
tratamiento a los pacientes, ya que dia a dia, aumenta el numero de pacientes con Op,
afectando los huesos y en especial al tejido 6seo 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 diagnéstico temprano de la Op, debido
a que, uno de los medios de diagndstico mas utilizados son las radiografias panoramicas, en
las que se puede observar claramente los cambios en el tejido 6seo, sobre todo, en el hueso
mandibular (Tounta, 2017) (Khojastepour, 2019).

En este trabajo, se utilizé un modelo de Op inducido mediante OVX en el que se realiz6
un defecto critico en mandibula, previamente estandarizado (Trejo-Iriarte, 2019) y que se
realizé con el fin de evaluar la capacidad para promover la regeneracion ésea de un constructo
de PLA y MSCost.

El modelo de rata OVX es un modelo preclinico confiable y aprobado por la
Administracién 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 mas de 3 meses de edad (Sengupta P., 2013).

Después de 5 meses (150 dias aprox.) posteriores a las OVX, se observaron cambios
radiograficamente visibles en la cortical ésea, tanto en la mandibula, como en la tibia. 8 meses
post-OVX (240 dias/ 32 semanas) hubo cambios notables en el peso corporal y alteraciones
en la concentracién de Ca* en sangre (disminucién); 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 6° mes (180 dias aprox.), como disminucion de la
cortical 6sea, aumentos significativos de peso y alteraciones en la concentracion de Ca* en

sangre (disminucion).
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Existen estudios que no reportaron cambios en la cortical mandibular en ratas OVX, pero se
debid 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
concentracion de Ca* en sangre (disminucion), son datos que cuando fueron comparados con

del grupo OVX fueron mucho menores.

En los resultados histoldgicos, en el grupo OVX, los espacios trabeculares se
observaron mas amplios y con mayor proporcidén de espacios con medula 6sea, en
comparacion con el grupo OLD, que presentd 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 6sea mediante CT, y cuyos
principales hallazgos fueron que, después de 9 semanas post-OVX hay un volumen éseo
alveolar reducido y una separacién 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, asi como la disminucion en el grosor cortical y que con esto se pudiera
comprobar que el procedimiento de OVX fue adecuado para desarrollar la Op, y que esta 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 observé un
menor grosor en la cortical y el espacio del ligamento periodontal mas ensanchado en el grupo

OVX, en comparaciéon 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-Hernandez y cols (Granados, 2017)
quienes demostraron su alta biocompatibilidad in vitro e in vivo; cuando sembraron en él
células mesenquimales de la médula 6sea, las cuales aumentaron su proliferacion a partir del
dia 7 al 21, por ello, en esta tesis se eligié sembrar y cultivar las MSCat y MSCost sobre el

PLA hilado durante 14 dias antes de injertarlo en los defectos mandibulares.
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En otro estudio Granados-Hernandez y cols (Granados-Hernandez MV, 2018) publicaron que
tanto in vitro como in vivo, el biomaterial tarda en degradarse mas de 100 dias, lo que lo hace
ideal para aplicarlo como injerto en defectos 6seos. En esta tesis, se comprobo que el PLA al
10% demostré ser buen andamio para las células, ademas de contar con buenas propiedades
mecanicas y de porosidad y que se degrado adecuadamente, dando sitio al hueso nuevo (Hao
W.D., 2010).

En este grupo de investigacion, se ha trabajo ampliamente con el PLA, Aceves en 2018
(Aceves, 2018) lo probd injertandolo en tejido subcutaneo a 6 y 12 semanas destacando que,
el biomaterial se integré convenientemente. De forma semejante, Martinez (Martinez F. J.,
2017) y Aguilar (Aguilar, 2020) lo probaron en defectos 6seos 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 integro
adecuadamente, ademas de mantenerse en los limites del defecto, ademas, se notd
neoformacién 6sea en la zona central del defecto, lo que sugiere que, usarlo en tricapa es

adecuado y la reparacién 6sea mejora con respecto al grupo sham.

Respecto a los grupos en donde se empled la terapia MSCat y MSCost, el uso de las
células mesenquimales para promover la regeneracion 6sea ha sido probado previamente
(Storti, 2019) (Barba M, 2017) (Trejo Iriarte, 2010). Se sabe que las MSC tienen capacidad de
regenerar los tejidos y ademas, funcionan como reclutadoras, también se les ha atribuido que
poseen efectos antiinflamatorios sistémicos especificos por las citocinas liberadas después
de fracturas 6seas (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 inflamacion (Aggarwal, 2005) (Wen C, 2016), algo que también se observo en este trabajo,
puesto que, en los defectos no observamos inflamacion en los tejidos que rellenaban los
defectos. Ademas, 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 jovenes y

sanas (Dufrane, 2017).
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En los grupos OVX-MSCat y OLD-MSCat se observé regeneracion de tejido, en su mayoria
tejido conectivo organizado, lo que mantuvo la integridad del tejido. En ambos casos, se
observé gran numero de células de apariencia fibroblastoide, y en ninguno habia inflamacion,
por lo que se cree que las capacidades inmunomoduladoras y antiinflamatorias que tanto se

han reportado, hacen posible esta regeneracion 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 regeneracion 0sea en defectos de tamafo critico y parecen
acelerar la recuperacién en fracturas éseas (Garg, 2017), (Jo, 2017) (Qi, 2016). Por otro lado,
se ha reportado que las células mesenquimales de tejido adiposo alogénicas diferenciadas al
linaje osteogénico, podrian promover la regeneracién 6sea cuando son sembradas en
andamios (Wen C, 2016) (Yoshida, 2019) (Peel Kim, 2012).

En los grupos OLD-MSCost y OVX-MSCost, se observé formacion de tejido conectivo
denso dentro del defecto y lagunas de tejido osteoide; sin embargo, en el grupo OLD-MSCost
se observdé un sobrecrecimiento celular. En cuanto los grupos con terapia MSCost,
PLA+MSCost demostraron una mejor respuesta hacia la regeneracion ésea, tanto en el grupo
OLD, como en el OVX. En los grupos OVX y OLD PLA+MSCat/MSCost, se noto la presencia

de tejido conectivo con caracteristicas de denso y lagunas de tejido 6seo 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 decidié emplear el biomaterial en tricapa, ya que, se tomé en cuenta que en
este caso, se trataba de especimenes con Op o con envejecimiento, por lo que, se esperaba
una recuperacion ralentizada; sin embargo, en los resultados, se observo un sobrecrecimiento
de tejido en el grupo OLD-PLA+MSCost, por fuera de los limites del defecto, lo que indica que,
probablemente no es necesario hacer una tricapa del biomaterial sembrado y con una capa

del PLA seria suficiente.

Se ha demostrado previamente que la combinacion de PLA y células mesenquimales
pre-inducidas en medio osteogénico da como resultado una neoformacion 6sea e integracion
del PLA (Hao W. D., 2010) (Wang, 2016). En esta tesis, también se presenté neoformacion
6sea 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 mas tiempo transcurre desde la OVX, mayor

es la magnitud de los cambios observados en la estructura 6sea alveolar y cortical mandibular.

El PLA como andamio cito y biocompatible, logré fungir como una buena red de

distribucion 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 rellendé totalmente con tejido 6seo, y en el grupo OLD

cerro con tejido osteoide.

En los constructos, tanto en PLA+MSCat como en PLA+MSCost se observé una mejor
integracion y regeneracién. La diferencia es, que el grupo MSCost requiere 15 dias mas (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 6seo son
una prometedora estrategia terapéutica para la reparacion de defectos 6seos, en la

Osteoporosis.
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del nervio; PLA: dcido poli-lactico; M: médula ésea; B) Acercamiento a 20x de la zona central superior del
defecto. A lo largo del defeco observamos degradacion del PLA (flecha azul), en las zonas superior e inferior,
podemos apreciar posible neoformacion dsea. 64
Fig. 38. A) Muestra tefiida con H&E de una mandibula de una rata con terapia de PLA+MSCat del grupo OLD,
tomada a 10x, donde D: diente, P: pulpa; HM: hueso cortical maduro; LP: ligamento periodontal; N: espacio
del nervio; PLA: dcido poli-lactico; M: médula dsea; B) Acercamiento a 20x de la zona superior del defecto.
Podemos observar posible neoformacion ésea (flecha verde), a lo largo del defecto, el PLA es degradado por
células (flecha azul) y existe la presencia de posibles células dseas (recuadro rojo). 65
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ANEXOS.

ANEXO 1

Proceso de deshidratacion

Alcohol 70%
Alcohol 70%
Alcohol 80%
Alcohol 80%
Alcohol 96%
Alcohol 96%
Alcohol 98%
Alcohol 98%
Alcohol 100%
Alcohol 100%

2 minutos
2 minutos
2 minutos
2 minutos
2 minutos
2 minutos
2 minutos
2 minutos
2 minutos

2 minutos

13 minutos
13 minutos
13 minutos
13 minutos
13 minutos
13 minutos
13 minutos
13 minutos
13 minutos

13 minutos

Tabla 5. Proceso de descalcificaciéon de muestras para su inclusion.

Se utilizé 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

pm de espesor.
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15 minutos
15 minutos
15 minutos
15 minutos
15 minutos
15 minutos
15 minutos
15 minutos
15 minutos

15 minutos




ANEXO 2

Proceso de tincion con H&E

Se realizé la tincion de Hematoxilina-Eosina (H&E) para observar las caracteristicas

morfolégicas mediante un microscopio éptico Zeiss (AxioLab.A1 marca Carl Zeiss). Se

obtuvieron fotografias de las preparaciones a 10, 20 y 40 aumentos. Se utilizé resina

sintética para hacer permanente la muestra y poder observarla en el microscopio.

Xilol 15 minutos
Xilol 156 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 Rapido
Hematoxilina 15 minutos
Agua destilada Rapido
Alcohol acido Rapido
Agua corriente Rapido
Carbonato de Litio 1%/ agua corriente 1 minuto
Agua destilada Répido
Eosina Acuosa 156 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 tincion con Hematoxilina y Eosina (H&E) de las muestras de mandibulas descalcificadas
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ANEXO 3

Requerimientos para la preparaciéon de reactivos para lectura en
espectrofotometro de acuerdo a Ca-Color AA Wiener Lab. ®.

CONDICIONES DE REACCION

e Longitud de onda: 650 nm en espectrofotometro o 620-650 nm en fotocolorimetro.
e Temperatura de reaccion: temperatura ambiente (15-250C).

e Tiempo de reaccién: 2 minutos

e Volumen de muestra: 10 ul

¢ Volumen final de reaccion: 1,01 mi

Los volumenes 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).

PROCEDIMIENTO
En tres tubos marcados B (Blanco), S (Standard o Cali-
brador)y D (Desconocido) colocar:

B S D
Muestra - - 10 ul
Standard o Calibrador - 10 ul -
Agua destilada 10 ul - -
Reactivo A 1 ml 1 ml 1ml

Mezclar e incubar 2 minutos a temperatura ambiente
(15-25°C). Leer la absorbancia en espectrofotdometro a
650 nm o en fotocolorimetro (620-650 nm), llevando el
aparato a cero con el Blanco.

ESTABILIDAD DE LA MEZCLA DE REACCION FINAL
El color de reaccién final es estable 1 hora, por lo que la
absorbancia debe ser leida dentro de este lapso.
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ANEXO 4

Avales
Universidad Nacional Autonoma de México y N
; g —
Facultad de Estudios Superiores Iztacala ' ‘
COMISION DE ETICA sLs

Los Reyes Iztacala a 19/10/2018

Oficio: CEIFESI102018/1268

DRA. TREJO IRIARTE CYNTHIA GEORGINA

Presente:

En atencién a su solicitud de aval, por la Comisién de Etica de esta facultad, para su proyecto denominado

Evaluacion de un constructo hecho mediante Ingenieria de Tejidos en un modelo de
osteoporosis., que va a sometera AVAL PARA TESIS LIC. MONICA GABRIELA ESTRADA
HERNANDEZ (AVALES PREVIO DEL MISMO PROYECTO 1261 Y 1089.

Esta comision acordo la siguiente opinion técnica:

Avalado sin recomendaciones

Sin otro particular por el momento, quedamos a sus ¢rdenes para cualquier aclaraciéon y aprovechamos la
oportunidad para enviarle un atento saludo y nuestro respeto académico.

M. en C. Mari;

Presidente

Péagina 1/1
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO D
F o ¥
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA D u
Comision de Bioseguridad - l —
- =Y

DRA. TREJO IRIARTE CYNTHIA GEORGINA
PRESENTE

Por este medio informo a Usted que su proyecto:

Evaluacion de un constructo hecho mediante Ingenieria de Tejidos en un modelo de
osteoporosis. TESIS de Licenciatura de la alumna: Monica Gabriela Estrada Hernadez que
forma parte del proyecto que ya cuenta con los AVALES PREVIOS DE ETICA 1226 Y 1261
Y LOS AVALES DE BIOSEGURIDAD 0035 Y 0085.

que sera sometido a la convocatoria: CAAX DE LA CARRERA DE CIRUJANQO DENTISTA.

Cumple con los requisitos establecidos por las leyes y normas en materia de Bioseguridad,
razén por la cual se avala para su desarrollo.

POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU
Los Reyes lztacala, a los 30 dias del mes de octubre del 2018

Biol. MUNOZ LOPEZ JOSE LUIS
Presidente
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