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Resumen

Introduccioén: El tejido 6seo puede sufrir dafios o pérdidas por diferentes causas, sin
embargo, los traumatismos, la reseccién de tumores y las secuelas de cirugias, son las
principales. Los defectos 0seos criticos pueden tratarse mediante andamios o sustitutos
6seos empleando la ingenieria de tejidos. Los andamios son estructuras que buscan imitar
las caracteristicas de la matriz extracelular nativa con el fin de sustituirla temporal o
definitivamente.

Es de notar que tejidos descelularizados se han empleado con éxito para el reemplazo de
otros 6rganos y tejidos. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue obtener un andamio
tridimensional de matriz extracelular 6sea con la capacidad de inducir la formacién de
tejido Gseo.

Meétodo: En este trabajo procesamos hueso esponjoso bovino mediante descelularizacion
y desmineralizacion con tres concentraciones diferentes de acido clorhidrico (0.125 M,
0.25 M y 0.5 M) e hidrolisis de la colagena. Con el propdsito de determinar sus
propiedades fisicas y quimicas se evaluaron los diametros de poro, los espectros obtenidos
mediante FT-IR y Raman, la capacidad de absorcion y degradacion de los andamios.
Ademas, se evaluaron las propiedades biologicas de la matriz extracelular 6sea que es el
componente de los andamios. En los andamios se sembraron células mesenquimales de
la gelatina de Wharton y se determiné la citocompatibilidad, adhesion celular y depoésito
de fosfato de calcio como indicador de diferenciacion celular.

Resultados: Se obtuvo un andamio de matriz extracelular ¢sea en la que se preserva la
estructura y porosidad de la matriz extracelular 6sea. Por los analisis de Raman y de FT-
IR se determino que el componente principal de los andamios era coldgena de tipo | y que
las diferentes concentraciones de &cido clorhidrico usadas para la obtencion de los
andamios tienen un efecto tanto en la hidrdlisis de la coldgena como en los motivos
ocultos que se encuentran en las cadenas polipeptidicas de la colagenatipo I. La capacidad
de absorcion y de degradacion también sufrieron cambios asociados a la concentracion
de &cido clorhidrico usada para la obtencidn de los andamios. Finalmente, con los ensayos
in vitro se demostrd que la concentracién de acido clorhidrico empleada para la obtencion
de los andamios afecta la citocompatibilidad, adhesion celular y depdsito de fosfato de
calcio cuando se cultivan células mesenquimales de la gelatina de Wharton en los
andamios.

Conclusiones: Con los resultados de este trabajo se puede concluir que los andamios
obtenidos a 0.125 M y 0.25 M de 4cido clorhidrico, son buenos candidatos para el
tratamiento de defectos 6seos criticos debido a que pueden devolver el nicho bioldgico al
sitio que sufri6 dafo o pérdida Gsea y a que son mecanicamente estables. Asimismo, la
reparacion Osea debido a sus caracteristicas osteoinductivas, osteoconductivas y
osteogénicas. Finalmente, es necesario realizar estudios in vivo con objeto de evaluar la
eficacia de estos andamios en modelos in vivo de defectos 0seos criticos.



Abstract

Introduction: The bone can suffer damage or loss due to different causes. However,
trauma, tumor resection, and the sequelae of surgeries are the main ones. Critical bone
defects can be treated by scaffolds or bone substitutes using tissue engineering. Scaffolds
are structures that seek to imitate the characteristics of the native extracellular matrix to
replace it temporarily or permanently.

Decellularized tissues have been used successfully to replace other organs and tissues
because they provide a porous, three-dimensional structure with extracellular matrix
components, which can retain physical, chemical, and biological properties.

Method: In this work, we process bovine cancellous bone by decellularization,
demineralization at three different hydrochloric acid concentrations (0.125 M, 0.25 M,
and 0.5 M), and collagen hydrolysis. To determine the preservation of the physical and
chemical properties, we evaluate the 3D structure and pore diameter. We analyze the
spectra obtained by FT-IR and Raman, later the scaffolds' absorption and degradation
capacity. Finally, we assessed the bone extracellular matrix's biological properties, which
is the component of the scaffolds. We planted mesenchymal cells of Wharton's gelatin,
which allowed us to determine the cytocompatibility, cell adhesion, and calcium
phosphate deposit as an indicator of cell differentiation.

Results: The results indicate that the bone extracellular matrix's structure and porosity
are preserved in the scaffolds obtained. Both Raman and by FT-IR determined that the
main component of the scaffolds is type | collagen. The different concentrations of
hydrochloric acid used to obtain the scaffolds affect the hydrolysis of collagen and on the
cryptic motifs found in the polypeptide chains of type I collagen. The absorption and
degradation capacity also suffered changes associated with hydrochloric acid
concentration used to obtain the scaffolds. Finally, with the in vitro tests, we demonstrated
that the hydrochloric acid concentration used to obtain the scaffolds affects the
cytocompatibility, cell adhesion, and calcium phosphate deposition mesenchymal cells of
Wharton's gelatin seeded and grown on the scaffolds.

Conclusion: With this work, we can conclude that the scaffolds obtained at 0.125 M and
0.25 M of hydrochloric acid are good candidates for treating critical bone defects and can
return the biologically and mechanically stable niche that they favor bone repair.
However, it is still necessary to continue with the biological characterization to
subsequently evaluate its behavior in vivo models.



INTRODUCCION

El hueso

El cuerpo humano esté constituido por 206 huesos, que representan alrededor del 12 %
del peso total del cuerpo humano. Las caracteristicas de cada hueso varian dependiendo
de su forma, tamafio, localizacion anatémica y tipo (Rahman et al. 2021). El hueso
maduro se clasifica en dos tipos: cortical y esponjoso. El hueso cortical rodea al hueso
esponjoso y le da forma y estructura, por otra parte, el hueso esponjoso conforma la
estructura porosa de los huesos. En el huso esponjoso se localiza la médula 6sea (Figura
1).
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FIGURA 1
Estructura y componentes del hueso esponjoso. Tomado de

https://mmegias.webs.uvigo.es/quiada a 0seo.php

El hueso estd formado por un tejido mineralizado complejo y altamente organizado,
compuesto por la matriz extracelular 6sea (MEC) que presenta dos fases una inorganica
y otra organica. La fase inorganica esta formada principalmente por nano cristales de
hidroxiapatita Cai0(POa4)s(OH)2, que representan la mayor fuente de iones inorganicos del
cuerpo humano y participan en el balance calcio/fosfato (Kono et al. 2022; Koolen et al.
2020). La fase organica esta compuesta principalmente de colagena tipo I.

Debido a su estructura, los huesos tienen 6 diferentes funciones:

1. Soporte: El esqueleto proporciona la estructura que soporta el cuerpo y mantiene
su forma.

2. Movimiento: EI movimiento 6seo es impulsado por los musculos esqueléticos,
que estan unidos a los huesos en varios sitios mediante las articulaciones. Los
musculos, los huesos y las articulaciones proporcionan la mecanica principal para
el movimiento del cuerpo, todo coordinado por el sistema nervioso.

3. Proteccidn: Los huesos protegen a los érganos y tejidos como cerebro, pulmones
y médula 0Osea.


https://mmegias.webs.uvigo.es/guiada_a_oseo.php

4. Almacenamiento: La matriz extracelular 6sea es un reservorio de minerales como
calcio y fosfato y la médula 6sea puede almacenar hierro.

5. Regulacién endocrina: Los osteoblastos secretan osteocalcina, la cual, participa
en la regulacion de insulina y el almacenamiento de grasa. Por otro lado, los
osteoclastos son modulados en su funcién debido a que tienen receptores de
calcitonina y por la paratohomona mediada por la osteoprotegerina (OPG), la cual
es secretada por los osteoblastos. Estas hormonas son secretadas por la
paratiroides y la tiroides respectivamente (Currey et al. 2006; Arai et al.2021).

Matriz extracelular 0sea

La matriz extracelular (MEC) es una estructura tridimensional acelular secretada por las
células al espacio extracelular, se forma durante el desarrollo embrioniario, cada 6rgano
y tejido tiene una composicion y una topologia Unica, en general, se compone de agua,
proteinas y polisacaridos (Arai et al.2021).

La matriz extracelular 6sea esta conformada por 60% de matriz inorgénica y 40% de
matriz organica, en donde los principales componentes inorganicos de la MEC son la
hidroxiapatita y elementos traza; mientras que la matriz orgéanica esta compuesta por 90%
de colagena, ~5% proteinas no colagenas, ~2% de lipidos y <1% de factores de
crecimiento polipeptidicos (Kono et al. 2022) (Figura 2).

Proteinas colagenas

La colagena tipo I, 1l y V son las més abundantes en el hueso, sus funciones mas
importantes son aportar soporte mecanico mediante entrecruzamiento inter e intra
catenario de la colagena que también permite la interaccion de las fibras de colagena
con otras proteinas (Cho et al. 2010; Chamieh et al. 2016; Chen et al. 2018) y guiar
el comportamiento celular mediante sefiales bioquimicas, topolégicas y de rigidez
(Badylak et al. 2009; Badylak et al. 2011; Heuschkel et al. 2019).

Proteinas no colagenas

1. Proteoglucanos: Los proteoglucanos son la proteina no colagena méas abundante
en la matriz extracelular Osea, se caracterizan por la presencia de la union
covalente de residuos polisacaridos de cadena larga (glicosaminoglicanos, GAG)
a moléculas de la proteina central. Los pequefios proteoglicanos ricos en leucina
(SLRP) (lozzo y Schaefer 2015), son proteinas extracelulares que se encuentra de
forma predominante en la matriz mineralizada y que interacttan con los receptores
de la superficie celular y las citocinas para el control de la proliferacion celular,
las interacciones de la matriz celular y la mediacion de la deposicion de
hidroxiapatita (Ramadass et al.2014) (Nguyen and Panitch, 2022).

2. Las glicoproteinas contienen moléculas de carbohidratos unidas covalentemente
en la cadena de proteinas en varias combinaciones y posiciones. Las
glicoproteinas, como la fosfatasa alcalina, la osteonectina y las proteinas que
contienen motivos RGD (osteoadherina, trombospondina, fibronectina,
vitronectina, osteopontina, sialoproteina dsea), la fibrilina y la tetranectina se



producen en diferentes etapas de la maduracion osteoblastica. Tienen una amplia
gama de funciones que van desde el control de la proliferacion celular, las
interacciones de la matriz celular y la mediacion de la deposicion de hidroxiapatita
(Carvalho et al. 2021).

3. Las proteinas con &cido gamma-carboxi-glutamico son proteinas de la MEC dsea
contiene acido y-carboxiglutdmico (Gla), un é&cido glutamico modificado
producido por una modificacion postraduccional dependiente de la vitamina K.
Se localiza en la matriz extracelular 6sea y tejidos mineralizados. Las principales
proteinas que contienen Gla en el hueso son la osteocalcina (OCN), la proteina
Gla de la matriz (MGP) y la periostina (Wen et al.2018). Participan en modular el
metabolismo del calcio mediando su asociacion con la hidroxiapatita plegamiento
del colageno y la fibrilogénesis, lo cual es esencial para el ensamblaje de la matriz
extracelular.

Los componentes y topografia de la MEC permiten la adhesion celular, migracion,
proliferacion, sefializacion, diferenciacion de células endogenas en el sitio donde ocurre
una lesién o dafio y la homeostasis del tejido. Por otro lado, la estructura de la MEC y sus
poros interconectados favorecen la vascularizacion.También la MEC confiere, la
sefializacion por medio de los factores de crecimiento regulan las interacciones celula-
matriz y célula-célula y la angiogénesis, que es crucial durante la reparacion del tejido
0seo dafiado (Mansour et al. 2017; Porzionato et al. 2018). La MEC proporciona
integridad y elasticidad al tejido, y le confiere al hueso la capacidad de autorenovacion
ya que se encuentra en constantemente recambio debido a los receptores, factores de
crecimiento y el pH del entorno local para controlar el desarrollo, la funcion y la
homeostasis de los tejidos y 6rganos.

Sin embargo, los defectos 0seos criticos representan un reto debido a sus dimensiones,
geometria, complexidad, dafio de tejidos blandos circundantes y otras condiciones de
cada individuo, como la edad y estado general de salud.
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Estructura de la matriz extracelular 6sea. Ob osteoblastos, Oc osteoclastos, Ot osteocitos
y B Matriz extracelular dsea. Obtenida de
https://www.hindawi.com/journals/bmri/2015/421746/fig1/

Células del hueso

El hueso esta formado por cuatro tipos de células: los osteoblastos, los osteoclastos, los
osteocitos y las células osteoprogenitoras. Los osteoblastos, son las células responsables
de formar MEC 0Gsea organica y se localizan en los conductos de Havers, de Volkman y
en el endostio. Los osteoblastos sintetizan y secretan colagena, fosfatasa alcalina,
osteocalcina y osteonectina, entre otros. Ademas, favorecen el depdsito de las sales de
fosfato de calcio. Cuando en la MEC dsea organica se depositan cristales de fosfato de
calcio y de carbonato de calcio el resultado es que los osteoblastos quedan atrapados
dentro de unos pequefios espacios llamados lagunas. Por otro lado, cuando los
osteoblastos dejan de secretar MEC dsea organica, su citoplasma pasa de basoéfilo a
eosinéfilo por la disminucion de reticulo endoplasmico rugoso. Es en esta condicion en
la que se denominan osteocitos. Los osteocitos procuran el mantenimiento de la MEC
6sea inorganica del hueso maduro, donde son las células mas abundantes. Las células
osteoprogenitoras no estan totalmente diferenciadas y tiene altas tasas de mitosis. Las
células osteoprogenitoras provenientes del periostio y las células troncales de médula
6sea son inducidas a diferenciarse a osteoblastos por la influencia de distintos factores de
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crecimiento, especialmente por las proteinas morfogenéticas dseas (por sus siglas en
inglés, BMPs). Por otra parte, la actividad de los osteoblastos y osteoclastos es
responsable de la constante remodelacion Gsea. Los osteoclastos se encuentran en las
superficies dseas, son células multinucleadas que se originan de monocitos y macrofagos.
La constante remodelacion 6sea implica que se forma hueso constantemente, mientras
que el hueso lesionado se reabsorbe para lograr remodelarlo o liberar calcio en
deficiencias de este mineral. (Chen and Lv 2018).

Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento polipeptidicos representan aproximadamente <1% de la
matriz; se dividen en dos grupos: a) Enddgenos: factores locales producidos por
osteoblastos y células del microambiente 6seo con posible accién autocrina o paracrina,
y b) exdgenos: factores endocrinos producidos que actlan sobre células diana Oseas
especificas y actian como mensajeros (Kono et al. 2022)

Para fines de este trabajo nos centraremos en los factores de crecimiento polipeptidicos
endogenos, ya que la matriz extracelular juega un papel fundamental en el control de la
distribucion y presentacion de los factores de crecimiento polipeptidicos. En primer lugar,
los factores polipeptidicos locales se almacenan temporalmente en la matriz a la espera
de la sefializacion celular. En segundo lugar, la regulacion de la biosintesis de la matriz
extracelular por factores de crecimiento induce su modulacion mediante un circuito de
retroalimentacion que implica la adsorcion de los factores a una nueva matriz.

Sistema RANK-L/OPG (ligando de NF Kappa B activador de receptor/osteoprotegerina
(OPG)

La OPG protege el hueso de una reabsorcion excesiva al unirse a RANKL y evitar que se
una a RANK. Recientemente se ha estudiado que la concentracion relativa de RANKL y
OPG en el hueso es un determinante importante de la masa y rigidez dsea. (Carvalho et
al. 2021).

Factor de crecimiento transformante beta (por sus siglas en inglés, TGF- B)

El TGF- B es uno de los factores de crecimiento que mas se almacena en la matriz
extracelular 6sea. Sus funciones principales en estudios in vitro del TGF- 3 son los efectos
sobre la proliferacion celular y sobre la formacion de la matriz, sin embargo, se ha
observado que estos efectos varian dependiendo de los diferentes tipos celulares y la etapa
de diferenciacion celular en la que se encuentren dichas células, debido a que puede actuar
tanto sobre los precursores de los osteoclastos, inhibiendo su proliferacion y su formacion
como sobre los osteoclastos maduros, induciendo su apoptosis. Sus efectos bioquimicos
derivan de la unién con receptores de membrana presentes en varias células derivadas del
hueso (Deschaseaux et al. 2009).

El TGF- B también juega un papel fundamental en la remodelacion 6sea. EI TGF- 3
estimula la sintesis de proteinas de la matriz, tiene efectos sobre las células Gseas
responsables de la formacion y reabsorcion Osea, y es muy abundante en los huesos
(Ghayor et al. 2018).
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Proteinas morfogenéticas 6seas (por sus siglas en inglés, BMPs)

Son factores de crecimiento que pertenecen a la familia de TGF-p, tienen la capacidad de
inducir la formacién de hueso, cartilago y tejido conjuntivo.

Numerosos estudios identifican a las proteinas morfogenéticas 6seas BMPs como actores
principales en la diferenciacion de osteoblastos y, por lo tanto, en la formacion de hueso.
Sin embargo, en los Ultimos afios, también se ha reportado cada vez mas sobre el papel
fundamental de estos factores de crecimiento multifuncionales en la formacion y
actividad de los osteoclastos. (Zhu et al. 2017) (Wen et al. 2018).

Factor de crecimiento semejante a la insulina tipo I (por sus siglas en inglés, IGF-1)

El IGF-1 es un factor de crecimiento y diferenciacién en diversos tejidos, especialmente
en el hueso, tiene una accion mitdgena sobre los condrocitos y los osteoblastos. También
es capaz de estimular la diferenciacion osteoblastica mediante el aumento de la
transcripcion de la proteina colagena, de osteocalcina, la produccion de citocinas y la
formacion-activacion de los osteoclastos.

En estudios recientes se ha estudiado la capacidad del IGF-1 para promover la
regeneracion de tejido asociada con una reduccion de las citocinas proinflamatorias y la
correspondiente estimulacion de las citocinas antiinflamatorias (Umebayashi et al. 2017).

Prostanglandinas

Las prostaglandinas son producidas localmente por los osteoblastos, gracias a la
expresion de las prostaglandinas G/H ciclooxigenasas (COX 1y 2). La prostaglandina E2
estimula la actividad de resorcion 0sea mediante el aumento de la proliferacion de los
precursores osteoclasticos. Las prostaglandinas también aumentan la frecuencia de
activacion de las BMU, que dan como resultado un incremento de la masa 6sea (Ghayor
et al. 2018).

Factor estimulador de colonias de granulocitos y de macrdéfagos (por sus siglas en
inglés, GM-CSF)

Es una citocina que se produce en diferentes tejidos y promueve la maduracion de células
precursoras localizadas en la médula dsea a neutrofilos y monocitos/macrofagos. Actla
regulando la proliferacion y diferenciacion de ceélulas troncales, progenitoras
hematopoyéticas y endoteliales originadas la meédula Osea, asi como células no
hematopoyéticas como fibroblastos, células endoteliales y queratinocitos y que también
es indispensables para la diferenciacion de los osteoclastos.

Recientemente, se informé que las citocinas hematopoyéticas, incluido el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF), el factor estimulante
de colonias de granulocitos (G-CSF) o la eritropoyetina, tenian efectos en el reclutamiento
celular después de una lesién (Aslan et al. 2006).

Factor de crecimiento epidérmico (por sus siglas en inglés, EGF)

El factor de crecimiento epidérmico es un potente mitdgeno de las células de origen
mesodérmico y ectodérmico. Los efectos angiogénicos del EGF, se han demostrado
previamente. Ademas, diferentes estudios in vitro demostraron que el EGF afecta a
procesos asociados con la cicatrizacion 6sea, como la diferenciacion de osteoblastos y la
resorcion ésea (Blair et al.2018).
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Factor de crecimiento fibroblastico (por sus siglas en inglés, FGF)

El FGF-1 y el FGF-2 se producen por los osteoblastos y se almacenan en la matriz
extracelular por su alta afinidad a los proteoglucanos. EI FGF-1 y el FGF-2 aumentan la
proliferacion celular osteoblastica. También estimulan la sintesis de fosfatasa alcalina y
osteocalcina e inhiben la produccion de la proteina colagena, la respuesta a la PTH y
estimulan la resorcion 6sea (Mansour et al. 2017; Porzionato et al. 2018).

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (por sus siglas en ingles, PDGF)

El factor de crecimiento derivado de las plaquetas estimula la sintesis de la colagena
mediante la estimulacién de los osteoblastos. Se ha estudiado que también induce la
proliferacién de fibroblastos, asi como de células musculares lisas, la neovascularizacion,
la sintesis y remodelacion de la colagena, por lo que favorece la cicatrizacion y el proceso
de reparacion 6sea. Es capaz de actuar sinérgicamente con otras citocinas éseas como IL-
4 y el factor de crecimiento endotelial vascular (por sus siglas en inglés, VEGF) (Ghayor
et al. 2018).

Factor de crecimiento transformante alfa (por sus siglas en inglés, TGF-a)

Es un polipéptido mitdgeno que estimula el desarrollo de los precursores de osteoclastos
y la resorcion 6sea. EI TGF-a es un ligando del receptor del factor de crecimiento
epidérmico, que activa una via de sefializacion para la proliferacion, diferenciacion,
desarrollo celular y la cicatrizacion (Raggatt, 2010).

Factor de necrosis tumoral alfa (por sus siglas en inglés, TNF-a)

Es sintetizado por monocitos, macréfagos activados, queratinocitos y células
osteoblasticas estimuladas por la IL-1, el factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos y el lipopolisacarido (LPS). Al igual que la IL-1, estimula la resorcion
osteoclastica, mediante el aumento de la produccion de osteoclastos multinucleados y
modificando la actividad de los osteoclastos maduros. Ademas, el TNF-o potencia la
actividad de la IL-1. Al igual que la IL-6, actua sobre la osteoclastogénesis por vias
dependientes de RANK/ RANK-L vy por vias independientes, en cuyo caso implica al
MG-CSF (Raggatt, 2010).

En modelo murino se ha demostrado que el TNF-a, que promueve primero la migracion
de células estromales y luego la diferenciacién osteogénica a bajas concentraciones, sin
embargo, el TNF-a es inhibitorio de la osteogenesis a altas concentraciones
(Amiryaghoubi et al. 2020).

Interferén gamma (por sus siglas en inglés, IFN-y)

Se ha estudiado como el IFN-y puede promover la diferenciacion de osteoblastos e inhibir
la formacion de adipocitos en la médula 6ésea. IFN-y juega un papel dual en los
osteoclastos dependiendo de su etapa ( Hwang et al. 2017)( Nishikimi et al. 2017).

Interleucina 1 (por sus siglas en inglés, 11-1)

La IL-1 es producida por los monocitos y por las células osteoblasticas o troncales cuando
éstas son estimuladas por el LPS o el TNF-a. Su accién principal en la remodelacion 6sea
es la estimulacion de la resorcidn 6sea a través del reclutamiento, la actividad y el retraso
de la apoptosis de los osteoclastos, mediante mecanismos dependientes o no del sistema
RANK/RANK-L. La IL-1 esta implicada en la resorcién 6sea en condiciones patologicas.
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sin embargo, se ha demostrdo su participacion en la remodelacion 6sea en condiciones
fisioldgicas (Amiryaghoubi et al. 2020).

Interleucina 4 (por sus siglas en inglés, 11-4)
La IL-4 es producida por los linfocitos T activados e inhibe la resorcion dsea, también
se ha estudiado su posible papel durante la remodelacion 6sea (Ghayor et al. 2018).

Interleucina 6 (por sus siglas en inglés, 11-6)

La IL-6 es producida por monicitos, macrofagos activados y células troncales y
osteoblastos cuando son estimulados por la PTH, la IL-1, el TNF-a, el TGF-b o el factor
de crecimiento derivado de las plaquetas.

La IL-6 modula la diferenciacion osteoclastica por medio de las células troncales, cuando
la IL-6 se une a los receptores en los preosteoclastos, promueven la osteoclastogénesis,
lo que da como resultado un aumento de los niveles de resorcion dsea (Glipin and Yang
2017).

Interleucina 11 (por sus siglas en inglés, 11-11)

La IL-11 es producida por las células de la medula désea y estimula la formacién
osteocléstica.

En los ultimos afios, la citocina IL-11, se ha determinado que es en una proteina
reguladora importante para la formacion, remodelacion y resorcion dsea. (Ghayor et al.
2018).

Interleucina 18 (por sus siglas en inglés, 11-18)

La IL-18 es producida por macrofagos activados, células dendriticas, quizas linfocitos, y
por células no inmunitarias; e induce la activacion de células NK y linfocitos T
citotoxicos. Ademas, estimula la produccion de IFN-y e incrementa el efecto de la IL-12
e inhibe la formacion osteoclastica.

IL-18 desempefia un papel importante en la reparacion de fracturas al coordinar el
reclutamiento de las BMSC, asi como la diferenciacion de osteoblastos y osteoclastos;
sin embargo, el mecanismo exacto ain no esta claro (Glipin and Yang 2017).

Proceso de remodelacion 6sea

El hueso mantiene su homeostasis mediante un proceso complejo de remodelacion 6sea
que implica una serie de eventos celulares y moleculares, que tienen como objetivo; la
resorcion y depdsito de hueso; este proceso implica 5 fases (Raggatt, 2010): 1) activacion,
2) resorcion, 3) inversa, 4) formacién y 5) terminacion. Error! Reference source not
found..

Antes de la activacion, la superficie 6sea se cubre con células del revestimiento 6seo, pre-
osteoblastos intercalados con macréfagos osteales (osteoMacs).

1. En la fase de activacion, hay una sefial de remodelacion dsea endocrina mediada
por la paratohormona (por sus siglas en inglés, PTH), que se une a su receptor en
los pre-osteoblastos. El defecto critico en la matriz 6sea mineralizada produce una
apoptosis localizada de los osteocitos, esto reduce la concentracion local de TGF-
B vy la inhibicion de la osteoclastogénesis.
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2. En la fase de resorcidn, se lleva a cabo en respuesta a la sefializacion de PTH, los
osteoblastos liberan la proteina quimiotactica de monocitos 1 (por sus siglas en
inglés, MCP-1) que atrae pre-osteoclastos en la superficie dsea. Ademas,
disminuye la expresion de OPG en osteoblastos y aumenta la produccion de factor
estimulante de colonias 1 (por sus siglas en inglés, CSF-1) y del ligando del
receptor activador del factor nuclear k B (por sus siglas en inglés, RANKL) lo que
promueve la proliferacion de precursores de osteoclastos y la diferenciacion de
osteoclastos maduros. Los osteoclastos maduros se anclan a los sitios de union a
arginina- glicina- &cido aspartico (RGD) de la coladgena, lo que creara un
microambiente localizado que facilita la degradacion de la matriz Gsea
mineralizada.

3. En la fase inversa, los macréfagos envuelven y eliminan las fibras colagenas
desmineralizadas del hueso dafiado. Se generan sefiales de transicion que detienen
la resorcion 6sea y estimulan el proceso de formacion Gsea.

4. En la fase de formacion, las sefiales que inducen la formacion 6sea, las moléculas,
y los osteoclastos maduros surgen de la matriz dsea degradada. La PTH y la
activacion mecéanica de los osteocitos reducen la expresion de esclerostina, lo que
favorece la formacion de hueso mediante la via de sefializacion Wingless e Int
(por sus siglas en inglés, Wnt).

5. En la fase de terminacion, es probable que la expresion de esclerostina regrese y
detenga la formacion de hueso. El osteoide recién depositado se mineraliza y la
superficie 0sea regresa a un estado de reposo con células de revestimiento 6seo
intercaladas con osteoMacs, y el ciclo de remodelacion concluye (Raggatt, 2010).
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FIGURA 3

Proceso de remodelacion 6sea que implica una serie de eventos celulares y moleculares,
que tienen como objetivo; la resorcion y deposicion dsea; este proceso implica 5 fases:
1) activacion, 2) resorcion, 3) inversa, 4) formacion y 5) terminacion. Traducido de
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Raggatt, L. J., & Partridge, N. C. (2010). Cellular and molecular mechanisms of bone
remodeling. Journal of Biological Chemistry, 285(33), 25103-25108.

Es importante notar que las fases de remodelacion ésea son secuenciales tanto en tiempo
como en su duracién. Sin embargo, hay diferentes factores capaces de alterar la
remodelacion 6sea y que causan que la remodelacion sea insuficiente en extension y/o
grado de mineralizacion.

Proceso de reparacion 6sea

El proceso de reparacion dsea inicia posterior a una lesion o dafio al hueso. Combina una
serie de eventos del desarrollo embriolégico del esqueleto en donde interactdan la matriz
extracelular, las células y los factores de crecimiento. El proceso de reparacion dsea se
divide en 4 etapas: 1) inflamacion, 2) formacion de callo 6seo blando, 3) formacion de
callo 6seo duro y 4) remodelacion (Figura 4).

1.

Inflamacion. Después de una lesion, hay un sangrado que forma un hematoma,
esta fase estd regulada por mediadores de la inflamacion donde se reclutan
macrofagos, plaquetas y células proinflamatorias, que secretan factores de
crecimiento y citocinas, que permiten la formacion de un coagulo de fibrina. Al
sitio de la lesion también llegan células osteoprogenitoras y endoteliales, que al
diferenciarse y organizarse forman hueso (Deschaseaux et al. 2009). Esto sucede
tanto en la via de osificacion intramembranosa como en la endocondral y
formacidn nuevos capilares. Durante la etapa mas temprana de la reparacion 0sea,
el homologo hedgehog indio (por sus siglas en inglés, Ihh) induce la expresion del
factor de transcripcion 2 relacionado con Runt (por sus siglas en inglés, Runx2).

Formacion de callo éseo blando. Los dafios o lesiones 0seas se caracterizan por la
pérdida de la continuidad y estabilidad mecanica, en donde es necesario un nicho
estable para que se lleve a cabo la reparacion Gsea. Los factores de crecimiento
guian la proliferacion de los fibroblastos y de los condrocitos, estas células son
las encargadas de sintetizar una matriz cartilaginosa, que servird de soporte
temporal; los factores de crecimiento también regulan la morfogénesis de vasos
sanguineos y capilares en la zona donde se lleva a cabo reparacién dsea (Ghayor
et al. 2018).

Formacion de callo 6seo duro. En esta etapa las proteinas morfogenéticas 6seas
(BMPs) estan involucradas en favorecer el compromiso fenotipico de las células
osteoprogenitoras para lograr la diferenciacion a osteoblastos inducidas por
Runx2 y distal-homeobox 5 (por sus siglas en inglés, DIx5), las cuales se activan
por la proteina cinasa activada por mitdégeno (por sus siglas en inglés, MAPK).
Por otra parte, las proteinas Wnt pueden inducir la proliferacién de
osteoprogenitores  (pre-osteoblastos y osteocondroblastos). Cuando los
osteoblastos maduran, pueden expresar inhibidores de Wnt tales como Dickkopf
1(por sus siglas en inglés, DKK1) que esta presente en la pérdida 6sea inducida
por inflamacion. Durante esta etapa, los osteoblastos producen la matriz dsea
mineralizada, iniciando en las areas estables del callo blando, lo que permite
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formar el callo 6seo duro, que aporta mayor estabilidad mecanica, el callo blando
que es inestable mec&nicamente y que es eliminado de manera gradual (Glipin
and Yang 2017). Es de notar que la revascularizacion y el aporte de oxigeno son
indispensables para el éxito de esta fase.

4. Remodelacién: Los osteoclastos son células derivadas de células
hematopoyéticas, capaces de degradar el hueso mineralizado. Los osteoclastos se
forman a través de RANKL y el factor estimulante de colonias de macréfagos (M-
CSF). Estas citocinas son secretadas por linfocitos T y B activados y por pre-
osteoblastos. La maduracién Osea se lleva a cabo cuando matriz del tejido
conjuntivo y cartilaginoso es sustituido por hueso mediante una osificacion
endocondral. Posteriormente, los osteoblastos y canales vasculares quedan
inmersos en la matriz mineralizada y se forman las trabéculas dseas (Hayashi et
al. 2020). La actividad de los osteoclastos puede ser regulada por IL-10 y por
OPG. Los osteoclastos participan en el remodelado del tejido 6seo reparado
degradando matriz 6sea, lo que libera varias citocinas y factores de crecimiento,
como las BMP vy IGF induciendo activacion de osteoclastos inmaduros.
Finalmente se deposita hueso compacto por accion de los osteoblastos en las
lagunas de resorcion de los osteoclastos (Hassani et al. 2022)
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El proceso de reparacion dsea se divide en 4 etapas: 1) inflamacién, 2) formacion de callo
6seo blando, 3) formacidn de callo 6seo duro y 4) remodelacion. Traducido de Chaparro,
0., & Linero, 1. (2016). Regenerative medicine: a new paradigm in bone regeneration.
Adv Techn Bone Regen, 1, 253-274.
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Defectos 6seos y su clasificacion

Los defectos 6seos son la pérdida de la continuidad del tejido dseo, la etiologia de los
defectos 6seos criticos es diversa, a menudo son secuelas de impactos traumatismos,
enfermedades, reseccion tumoral, infecciones y cirugias.

Los defectos 6seos se clasifican de acuerdo con su extension como no criticos y criticos:

e Los defectos 6seos no criticos son aquellos en los que la pérdida de continuidad
es menor a 1 cm de diametro y que el hueso es capaz de promover la reparacion
del tejido dseo circundante (Atala, 2015).

e Los defectos dseos criticos se definen por la pérdida de la continuidad del tejido
6seo con un didmetro mayor a 1 cm en donde se pierde el nicho biologico y
mecénicamente estable. Por lo anterior, el hueso circundante no es capaz de
promover reparacion del tejido 6seo perdido y que requieren de la adicion de
materiales o injertos 6seos (Atala, 2015).

Existen diferentes opciones de tratamiento de los defectos 6seos criticos, como los
autoinjertos, los aloinjertos, xenoinjertos, biomateriales, la ingenieria de tejido 6seo que
se enfoca en métodos para reemplazar o reparar hueso para restaurar, mantener o mejorar
sus funciones in vivo (Heuschkel et al. 2019). Enseguida analizaremos estas opciones, asi
como sus ventajas y desventajas en su aplicacion clinica.

Injertos 0seos

Como se menciond anteriormente, cuando los defectos 6seos son criticos y el hueso no
es capaz de inducir la autoreparacion, como en el caso de las complicaciones de las
fracturas, que conducen a defectos 0seos tardios es necesario realizar un procedimiento
quirurgico y colocar injertos o sustitutos 6seos en el sitio de la lesion, dafio o pérdida 6sea
(Hwang et al. 2017; Heuschkel et al. 2019).

En la actualidad, el injerto 6seo autdlogo es el estdndar de oro para tratar los defectos
0seos criticos. Los injertos 0seos autdlogos consisten en extraer hueso del propio cuerpo
del paciente, generalmente de la cresta iliaca o de la fibula. Este injerto se considera como
una solucién segura en términos de compatibilidad y ausencia de respuesta inmune, pero
también con riesgos y costos mayores para el paciente, porque debe someterse a dos
procedimientos quirdrgicos (Hwang et al. 2017). Ademas, la edad, estado general de
salud, tratamientos con radioterapia y dimensiones del defecto critico impactan
directamente en la disponibilidad y calidad del injerto obtenido y por lo tanto pueden
limitar la aplicacion y el éxito clinico de esta técnica. Cuando algunas de las condiciones
mencionadas anteriormente no se cumplen, no se pueden realizar los injertos aut6logos,
y una alternativa a ellos son los aloinjertos (Naso et al. 2012; Wong et al. 2014; Heuschkel
et al. 2019). Si embargo, diversos estudios han demostrado que el tratamiento con
aloinjertos 6seos resulta en una remodelacion 6sea deficiente, con una reabsorcion
incompleta del injerto, con una revascularizacion limitada y puede presentar problemas
relacionados con rechazo inmunolégico, asi como riesgo incrementado de infecciones.

Como alternativa, también se ha explorado el uso de injertos dseos sintéticos. De hecho,
hay una gran variedad de sustitutos 6seos que de acuerdo con su origen se clasifican en
naturales, sintéticos y compositos (Tabla 1), cada uno con diferentes ventajas y
desventajas (Tabla 2). Este tipo de injertos se han disefiado y fabricado con el objetivo de
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imitar a la matriz extracelular 6sea y devolver la forma y la funcién 6sea, sin embargo,
pueden presentar inestabilidad estructural y volumeétrica, contraccion del diametro mayor
de poro, osteointegracion deficiente, probabilidad de causar infecciones y rechazos
inmunoldgicos, entre otras. Estas situaciones médicas han impedido su uso en la clinica
de manera exitosa.

Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos tiene como objetivo reemplazar o reparar tejidos y érganos
perdidos o dafiados (Wobma, 2016). Desde mediados de los afios 80°, la ingenieria de
tejidos emergié como un &rea de investigacion para el desarrollo in vivo e in vitro de
6rganos y tejidos como piel, cartilago, higado, vasos sanguineos, entre otros.

Para construir 6rganos y tejidos in vitro e in vivo, es necesario abordar diferentes areas
como: la morfogénesis, la biologia del desarrollo, la diferenciacion celular, la biologia
molecular, las interacciones de la matriz extracelular, la expresion de genes y la fisica,
por mencionar algunas (Lanza, 2020).

La ingenieria de tejidos se basa en:

1. El uso de biomateriales para imitar la estructura tridimensional nativa de un
organo o tejido. Los biomateriales son utilizados como una plataforma para la
formacion del nuevo tejido ya que sobre ellos se siembran células y tambien se
pueden incorporar factores de crecimiento.

2. Tipos celulares apropiados capaces de reparar o reemplazar un 6rgano o tejido.

3. Nutrientes y factores de crecimiento que permitiran la adhesion, proliferacion,
diferenciacion y funcion celulares.

La ingenieria de tejidos emplea varios enfoques tecnolégicos, que van mas alla de los
trasplantes tradicionales y las terapias de reemplazo. El enfoque terapéutico puede incluir
el uso de células troncales, moléculas solubles, ingenieria genética y terapia celular.
Como se mencionod anteriormente, la aplicacion exitosa de la ingenieria de tejido 0seo
puede evitar desafios relacionados con otras opciones de tratamiento que involucran
autoinjertos o aloinjertos. Ademas de los problemas materiales, una comprensién clara de
la biologia que involucra a las células, la matriz extracelular (MEC) y los factores de
crecimiento es fundamental en la ingenieria del tejido dseo.

Biomateriales

Se define a los biomateriales como cualquier sustancia 0 combinacion de sustancias,
distintas a los farmacos, de origen natural o sintético que se pueden emplear durante un
lapso indefinido de tiempo con el objetivo de sustituir parcial o totalmente cualquier tejido
u érgano, devolviéndole a estos, la forma y la funcion (Kochetkova et al. 2021).

Idealmente, los biomateriales usados como andamios o sustratos deben tener las
siguientes 4 caracteristicas:

1. Una estructura tridimensional altamente porosa interconectada para favorecer el
crecimiento y adhesion celular, el transporte de nutrientes y el desecho de metabolitos
(Maet al. 2020). También la porosidad de los materiales para aplicaciones en la ingenieria
de tejidos es importante, particularmente para piel y tejidos musculoesqueléticos, porque
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influye en la actividad celular, adhesion celular, proliferacion, vascularizacion, difusion

de nutrientes, metabolitos y productos de desecho (Sarker et al. 2016). Los macroporos

son indispensables para el éxito clinico de los andamios ya que se ha demostrado que el
tamano mas eficaz es de ~ 300 a 500 um, lo que permite que sean ocupados por hueso
nuevo o vasos sanguineos (Hayashi, Munar e Ishikawa 2020) (Yu et al.2017).

Varios autores han propuesto que el didmetro de los poros de los andamios con aplicacion

en el tejido 6seo idealmente debe estar entre 300-1300 um y conformar estructuras

tridimensionales con un 90% de poros interconectados en toda la estructura (Ghayor y

Weber 2018) (Koolen et al. 2020). Sin embargo, la porosidad en este rango y la

interconexion de poros son caracteristicas dificiles de recrear en los materiales fabricados

por diversas técnicas (Hayashi, Munar e Ishikawa 2020) (Sarker et al. 2016), debido a la
limitacién de reproducir la estructura en un formato tridimensional (Yu et al.2017) (Qiu
et al.2022), y en algunos otros casos como en el uso de la bioimpresion debido a la
contraccion de los materiales.

2. Ser biocompatibles y si son bioreabsorbibles tener una tasa de degradacién controlable,
que tenga como caracteristica el ser inversamente proporcional a la proliferacion de
celulas o tejidos in vitro y/o in vivo.

3. Poseer una composicién quimica y nanotopografica de superficie que permita la
adhesion celular, proliferacion y diferenciacion celular.

4. Tener propiedades mecanicas que sean similares a las de los tejidos a sustituir en el
sitio de implantacion (Koolen et al. 2020).

De acuerdo con su composicion, los biomateriales pueden clasificarse en 3 tipos:

1. Naturales. Se caracterizan por ser productos, compuestos o0 sustancias producidas por
un organismo vivo. Estos biomateriales se han empleado durante siglos, sin embargo,
el éxito clinico al emplearlos depende de las técnicas de fabricacion y obtencion. Como
ejemplos de este tipo de biomateriales estan los injertos 0seos (alogenicos y
Xenogeénicos), colagena, acido hialurdnico y quitosan, entre otros.

2. Sintéticos. Estos biomateriales son fabricados a partir de sustancias o mezclas de ellas
empleando un mondmero para su unién y herramientas tecnologicas para su
fabricacion. Entre estos tipos de biomateriales estan los metales, polimeros sintéticos
y ceramicos.

3. Compositos. Esta clase de biomateriales se obtienen mediante dos fases, una organica
que generalmente son fibras o recubrimientos, y otra fase llamada inorganica que esta
conformada por una matriz que proporciona estructura y estabilidad al andamio.

El potencial de la ingenieria de tejidos se debe a que se pueden disefiar materiales y
sustratos para el reemplazo de 6rganos y tejidos que permite comprender y analizar el
comportamiento celular, la proliferacion y la diferenciacién celular. Estas investigaciones
han generado una evidencia que demuestra que tanto el entorno fisico, quimico y
mecanico al que estan sujetas las células puede tener efectos en el comportamiento
celular, incluido la proliferacion y la diferenciacion (Lanza, 2020).

Andamios derivados de la matriz extracelular 6sea

La MEC es una estructura tridimensional acelular secretada por las células. Esta
compuesta por proteinas y polisacaridos agrupados en fibras, sustancia fundamental y
moléculas de adhesion. La MEC de cada tipo de tejido tiene una composicion y topologia
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Unicas obtenidas durante el desarrollo embriolégico. En el hueso hay dos tipos de MEC,
la orgénica y la inorgénica (Chen B. L., 2007). Los principales componentes inorganicos
de la MEC son el calcio, fosfato, hidroxiapatita y otros minerales en menor concentracion.
En contraste, los componentes organicos de la MEC son mas complejos, y esta constituida
fundamentalmente por colagena | y proteinas no colagenas. La MEC organica es
sintetizada por los osteoblastos y posteriormente se somete a un proceso mineralizacion
(Mansour et al. 2017). Las proteinas no colagenas se pueden clasificar en cuatro grupos:
proteinas que contienen y-carboxiglutamato, proteoglucanos, glicoproteinas y pequefios
ligandos de union a integrinas (Tronci, 2019).

La MEC es complejo microambiente dinamico con propiedades mecanicas y bioquimicas
reguladas con precision. En el hueso, la MEC participa en la regulacién de la adhesién
celular, la proliferacidn y las respuestas a los factores de crecimiento, la diferenciacion y,
en Gltima instancia, aporta las caracteristicas funcionales del hueso maduro. La MEC
puede inducir la formacion de hueso nuevo por células de linaje de osteoblastico, células
troncales, osteoblastos y osteocitos, y la remodelacion de hueso por los osteoclastos
(Mansour et al. 2017) (Porzionato et al. 2018).

En la actualidad, el empleo de tejidos y oOrganos descelularizados (xenogenicos y
alogenicos) son aprobados por la FDA para su uso como reemplazos de 6rganos y tejidos
en humanos. Sin embargo, debido a la complejidad del tejido déseo, se requiere un
procesamiento diferente para mantener su estructura, composicion, funcion vy
biodisponibilidad de los factores de crecimiento. Los procesamientos que se llevan a cabo
en la mayoria de los andamios comerciales es la descelularizacion (Chen et al. 2021) y
en algunos casos la desmineralizacién (Chen B. L., 2007). También se ha extraido la
coldgena de la MEC y mediante diversas técnicas de fabricacion se han obtenido
andamios de colagena ya sea sola o combinada con otro material. Sin embargo,
analizando la gran variedad de materiales comerciales y la evidencia reportada por
diversos autores se han encontrado deficiencias asociadas a las propiedades mecanicas,
biologicas, estructurales que resultan en repercusiones clinicas que impactan
principalmente en el grado de reparacion ¢sea en los materiales biodegradables y en la
osteointegracion de los materiales no biodegradables.

Actualmente para su uso clinico no hay andamios derivados de hueso bovino
descelularizado, desmineralizado y con hidrolisis de la proteina colagena con la
posibilidad de utilizar la estructura nativa de la matriz extracelular 6sea (Chen et al.
2018). Sin embargo, como se menciono anteriormente, hay una gran cantidad de estudios
en donde se extrae la proteina colagena de la matriz extracelular 6sea (Liu S., 2015)
(Offeddu G.S., 2015) (L. et al. 2018), se purifica y por diferentes técnicas de fabricacion
se obtienen andamios por medio de tratamientos fisicos o agentes quimicos para lograr el
entrecruzamiento intermolecular del colagena, modificando asi las propiedades
mecanicas del andamio (Yoshioka and Goissis, 2008).

La matriz extracelular Osea desmineralizada puede retener sus propiedades
osteoinductivas y osteoconductivas como se demostrd cuando se implantd matriz 6sea
desmineralizada de manera subdermica en un modelo animal en el que se observo la
formacién ectopica de hueso.(Urist, 1973), sin embargo, la mayoria de los estudios
actuales estan enfocados en obtener nuevos materiales por diferentes métodos de
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biofabricacion y manufactura aditiva. Aunque el rapido desarrollo tanto de la ingenieria
de tejidos como de la medicina regenerativa 0sea, han aprovechado el potencial
osteoinductivo y osteoconductivo de los andamios basados en la MEC atrayendo cada
vez mayor atencion a los métodos para preservar las propiedades mecanicas, bioquimicas
y bioldgicas de la MEC 6sea (Mansour et al. 2017) (Tronci, 2019).

La principal ventaja de la MEC usada como biomaterial es que permite la llamada
remodelacién constructiva (Badylak, 2007), es decir, soporta y fomenta la formacion de
tejido especifico en el sitio de implantacion en lugar de formar tejido cicatricial. Sin
embargo, el resultado clinico y funcional de los andamios derivados de la MEC dependen
de varios factores, como la retencion de factores de crecimiento dentro de la MEC, su
topologia superficial, propiedades fisicas, quimicas, mecéanicas, inmunolégicas y las
sefiales microambientales ejercidas sobre las células.

Los andamios basados en el uso matriz extracelular 6sea desmineralizada para la
ingenieria de tejido 6seo se pueden dividir en dos tipos, los andamios derivados de MEC
modificados con biomateriales y los andamios derivados de MEC descelularizada
(Tronci, 2019). Para fines de esta investigacion nos centraremos en los andamios
derivados de la MEC descelularizada.

Metodos de obtencion de andamios derivados de la matriz extracelular 0sea.
Descelularizacion

La descelularizacion de organos y tejidos es el proceso de eliminar células, material
genético y determinantes antigénicos preservando Unicamente a los componentes de la
MEC como factores de crecimiento, glucosaminoglucanos, colagena, proteinas no
colégenas, asi como preservar sus propiedades estructurales y mecanicas (Badylak,
Freytes, and Gilbert 2009; Badylak, Taylor, and Uygun 2011; Crapo, Gilbert, and
Badylak 2011; Gilbert, Sellaro, and Badylak 2006) (Tronci 2019) (Damania et al. 2018).
Las técnicas de descelularizacion se categorizan en 4 grupos (Keane, Swinehart, and
Badylak 2015) (Moharamzadeh 2017):

1. Métodos fisicos que eliminan células. Entre estos se encuentran los ciclos de
congelacion-descongelacion, agitacion mecanica, aplicacion directa de fuerza o
presion y electroporacion.

2. Métodos quimicos que utilizan reactivos que se emplean solos o en combinacion
con otros para mejorar o complementar su mecanismo de accién. Se pueden
emplear &cidos y bases, soluciones hipotdnicas e hipertonicas, detergentes como
Triton X-100, Triton X-200, dodecil sulfato de sodio (SDS), desoxicolato de
sodio, sulfobetaina-10 y -16, y solventes tales como alcoholes, acetona y tributil
fosfato.

3. Agentes quelantes como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). EI EDTA se
une a calcio, que es un componente necesario para las interacciones proteina-
proteina coo en la uniones intercelualres y en la uniones célula-MEC

4. Enzimas que son utilizadas para degradar los enlaces e interacciones entre acidos
nucleicos, proteinas y otros componentes celulares.
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La eleccion de los métodos de descelularizacion es muy importante, ya que de acuerdo
con el tipo de técnica o reactivos empleados, los tiempos y concentraciones usadas la
microestructura y la composicion de la MEC puede ser alterada o dafiada, resultando en
una modificacion de las propiedades fisicas, quimicas, bioldgicas y mecanicas del
producto final. Sin embargo, hay 2 factores cruciales de los que depende la eficacia de la
descelularizacion en un érgano o tejido: la metodologia empleada y el tipo de tejido u
6rgano (Crapo, Gilbert, and Badylak 2011). Si bien no existe un consenso universal para
los criterios de descelularizacion, se han propuesto tres criterios relativamente estrictos
que indican que un tejido o un 6rgano ha sido descelularizado: (i) el tejido debe tener <50
ng de &cido desoxirribonucleico bicatenario (ADNds) por mg de peso seco del tejido u
6rgano, (ii) fragmentos de ADN <200 pb de longitud, y (iii) no tener material nuclear
visible en cortes histolégico tefiidos con 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) o
hematoxilin (H&E) (Faulk, 2014). Es necesario hacer notar que la tincion con DAPI
aumenta su fluorescencia ~ 20 veces al unirse a las regiones ricas en adenina y timina
(A-T) del ADNds, por lo que la precencia o ausencia de coloracion azul es un indicador
de la presencia o ausencia de ADNds (Zhang et al. 2022)

Después de la descelularizacion, los érganos y tejidos generalmente se observan blancos
o transldcidos. La descelularizacién da como resultado una MEC libre de celulas, a la que
también se le ha denominado “matriz acelular” o “desvitalizada”. Esta MEC consituye un
andamio biologico acelular tridimensional (3-D), en el que posteriormente se pueden
sembrar células parenquimatosas funcionales o con células progenitoras previamentes
caracterizadas (Damania et al. 2018).

El empleo de tejidos y organos descelularizados (xenogénicos y alogénicos) ha sido
aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) para uso en
humanos con el objeto de reemplazar varios 6rganos y tejidos, entre ellos el hueso (Tabla
1). Las matrices descelularizadas de organos y tejidos, deben retener la estructura,
composiciony las sefiales que no estan disponibles en otros andamios sintéticos, incluidas
la presencia de factores de crecimiento, las glucoproteinas que dirigen la diferenciacion
y la adhesion celular (Taylor, 2015).

En el caso especifico del hueso, debido a la complejidad del tejido 6seo, se han estudiado
diversos protocolos, y combinaciones de ellos ya que se requieren otros pasos en el
procesamiento para mantener su estructura, composicion, funcion y biodisponibilidad de
los factores de crecimiento, disminuir la probabilidad de granuloma de cuerpo extrafio y
favorecer la tasa de degradacion inversamente proporcional a la formacion de hueso, de
acuerdo a los mejores resultados obtenidos en diferentes trabajos previos (Amiryaghoubi
et al. 2020)( Abedin, 2018)( Hwang et al. 2017)( Nishikimi et al. 2017), hemos propuesto:
1) desmineralizacion para eliminar la fase mineral
2) hidrdlisis de la colagena para disminuir la probabilidad de granuloma de cuerpo
extrafio y respuesta inmunogénica y favorecer la tasa de degradacion
inversamente proporcional a la formacion de hueso.
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PRODUCTO COMPOSICION FASE CLINICA COMPANIA
COMERCIALIZADORA

COLLAGRAFT

TUTOPLAST®

INFUSE®BONE GRAFT

HEALOS®

INDUCTOs®

ALLOMATRIX

ORTHOBLAST®II

GRAFTON

OSTEOHL®

INTERGRO®DBM

NUBONE™

ORAGRAFT®

PRO STIM SUSTITUTO
INDUCTIVO
INYECTABLE

EQUIVA BONE®

OP4 ™

ACCELLTBM

TABLA 1

Matriz 6sea desmineralizada en un vehiculo de Aprobada en 2000 por Neucoll (Cambell, CA, USA).

hialuronato de sodio.

la FDA.

65% de hidroxia apatita, 35% de fosfato Aprobada en 2001 por Tutogen Medicals (Qifton, NJ,

tricélcico y colégena bovina.

Aloinjerto.

Esponja de colagena reabsorbible enbebida en

proteina morfogenética 6sea 2 (BMP 2).

Matriz extracelular de coldgena entrecruzaday

mineralizada.
Esponja de ooldgena bovina
morfogenéticahumana 6sea 2 (hBMP 2).

Matriz 6sea desmineralizada, chips de hueso
esponjoso en un vehiculo de sulfato de caldo.

Matriz 6sea desmineralizada.

Fibras de matriz 6ésea desmineralizada en un

vehiculo de glicerol.

Particulas de matriz 6sea desmineralizada en un

vehiculo de coldgena porcina.

Aloinjerto de matriz 6sea desmineralizada en un

vehiculo lipidico.

Aloinjerto de matriz 6sea desmineralizada en un

vehiculo de gelatina de hueso cortical.

Aloinjerto de hueso desmineralizado por el

método de congelamiento-secado.

Sulfato de caldio y fosfato de calcio con matriz
osteoinductiva

Osea desmineralizada
osteoconductivo.

Matriz 6sea desmineralizada osteoinductiva con

fosfato de calcio nanocristalino.

Combinacion de proteina osteogénica 1 en un

vehiculo de colédgena.

Matriz 6sea desmineralizada.

proteina

la FDA.

Aprobada en 2001 por
la FOA.

Aprobada en 2002 por
la FOA.

Aprobada en 2002 por
la FOA.

Aprobada en 2004 por
la FOA.

Aprobada en 2004 por
la FOA.

Aprobada en 2005 por
la FOA.

Aprobada en 2005 por
la FOA.

Aprobada en 2005 por
la FOA.

Aprobada en 2005 por
la FOA.

Aprobada en 2007 por
la FOA.

Aprobada en 2008 por
la FDA.

Aprobada en 2009 por
la FDA.

Aprobada en 2009
por la FDA.

Aprobada en 2010
por la FDA.

Aprobada en 2010 por
la FOA.

USA).

Megdtronic (Minneanapolis,
MN, USA).

IsoTis OrthoBiologics, Inc.
(Irvine, CA, USA).

DePuy Iternational Ltd (&
Anthony’s Roads, UK).

Wyeth Pharmaceuticals (New
Lane, Havant, Hants, UK).

Wright Medical
(Arlington, TN, USA).

Group

IsoTis  OrthoBiologics, Inc.
(Irvine, CA, USA).

Osteotech (Eatontown, NJ,
USA).

Regeneration
(Alachua, FL, USA).

Technology

Interpore Oross International
(Irvine, CA, USA).

Globus Medical, Inc.
(Audubon, PA, USA)

LifeNet Health, Inc.
(Virginia Beach, VA, USA).

Wright Medical
(Arlington, TN, USA).

Group

ETEX Coprporation
(Cambridge, MA, USA).

Stryker (Kalamazoo, M1, USA).

Integra Life Sciences
Holdings corporation
(Plainsboro, NJ, USA).

Andamios aprobados por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) para
uso en humanos, para el reemplazo de hueso. Traducido de Miron, R. J., & Zhang, Y. F.
(2012). Osteoinduction: a review of old concepts with new standards. Journal of dental
research, 91(8), 736-744.
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Desmineralizacion 6sea

La matriz 6sea extracelular desmineralizada (por sus siglas en inglés, DBM) es uno de
los materiales osteoinductores mas utilizados y puede servir como andamio
tridimensional para favorecer el crecimiento de nuevo tejido 6seo, si conserva de manera
adecuada los componentes organicos de la matriz 6sea extracelular (Urist et al. 1973)
(Umebayashi et al. 2020). Por lo anterior, es de suma importancia procesar a la MEC 6sea
de tal manera que retenga factores de crecimiento como las proteinas morfogenéticas
6seas (BMPs), el factor de crecimiento transformante  (TGF-p), el factor de crecimiento
insulinico tipo 1 (IGF-1) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF). Asi, si se
conserva la estructura y los componentes anteriormente mencionados, la matriz 6sea
desmineralizada (DBM) es osteoinductiva y osteoconductiva.

La DBM obtenida de aloinjertos o xenoinjertos se procesa con mayor frecuencia en acido
clorhidrico o algun otro acido o quelante para su desmineralizacion, idealmente, en este
proceso se debe eliminar el calcio y el fosfato, pero conservar la matriz extracelular
organica, que consiste principalment emente en colagena tipo I, proteinas no colagenas y
factores de crecimiento (Goodyear and Aspden 2012).

La ausencia de minerales en la matriz 6sea desmineralizada le proporciona la ventaja de
que pueda mineralizarse directamente por accion de los osteoblastos sin someterse a
remodelacion, ya que los injertos o materiales mineralizados se someten a un proceso de
sustitucion progresiva y osteointegracion incompleta. Por lo tanto la matriz Osea
desmineralizada proporciona un andamio que facilita la liberacién enddgena de sus
componentes en el sitio del defecto 6seo critico y al colocarse quirdrgicamente aportara
las prestancias funcionales y estructurales necesarias para inducir la formacion de hueso
y acelerae el proceso de reparacion en un defecto dseo critico.

En la actualidad hay una gran variedad de formulaciones y presentaciones de DBM
disponibles comercialmente para su uso clinico, sin embargo no se ha conseguido
estandarizar una metodologia reproducible y accesible que preserve propiedades
osteoinductivas, osteoconductivas y osteogenicas de la DBM vy por lo tanto tampoco se
ha obtenido un material que pueda considerarse como ideal.

Hidrolisis de la proteina colagena

La colagena tipo | es una proteina triple-hélice dextrogira formada por tres cadenas alfa.
Cada cadena alfa tiene una glicina cada tres aminoacidos siguiendo un patron bien
definido que se conoce como Gly-X-Y, donde X yY pueden ser cualquier aminoacido,
pero con frecuencia son prolina, lisina y sus derivados hidroxilados de hidroxilisina e
hidroxiprolina (Komatsu et al. 2018; Oliveira et al. 2013) (Egorikhina et al. 2021). Por
otra parte, hay conflicto de opiniones de los posibles respuestas immunes indeseados
sobre la a-galactosa (1,3)-galactosa (a-gal) que es un epitope disacérido terminal, que
estd presente en tejidos xenogénicos, pero no en humanos. (Naso et al. 2012) Por otro
parte, hay reportes de que la colagena xenogénica pueda dar lugar a respuestas
inflammatorias indeseables. Los estudios sugieren que las respuestas inmune e
inflamatoria estan asociadas con el hecho de que después de la descelularizacion de
organos Yy tejidos se fijan con glutaraldehido o son tratados con entrecruzantes con objeto
de mejorar sus propiedades mecéanicas. ) (Bayrak et al. 2010;You et al. 2018;Brooker, C.,
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& Tronci,2022) La respuesta inmunoldgica estimula que los biomateriales empleados se
calcifiquen, asi que la aplicacién de andamios xenogénicos tal vez no implica una
desventaja clinica. (Wong and Griffiths 2014).

Es necesario observar que no hay un consenso acerca de si la coladgena tipo | es causante
de una respuesta immune. Varios estudios apoyan que las propiedades de la colagena tipo
| nativa son muy diferentes que las propiedades de la colagena tipo | hidrolizada. La
colagena tipo I hidrolizada es més hidrofilica, se ha observado que induce una baja o nula
inmunicidad, no causa respuesta alérgica, se degrada mas rapido y hay mayor
bioactividad porque se exponen regiones cripticas de la triple hélice como los motivos
RGD (Hoyos-Nogues et al. 2019; Hedhammar 2019; Qiu et al. 2022). La colagena tipo |
puede tener un cambio conformacional irreversible o hidrolizarse en componentes de
relativo bajo peso molecular y el grado de hidr6lisis dependera del tiempo y concentracion
del agente desnaturalizante al que fue sometido (Brooker, C., & Tronci,2022).

La colagena se usa actualmente para hidrogeles o andamios a base de colagena. La
colédgena proporciona una excelente matriz para muchos tipos de celulas y permite el
cultivo celular en 3D utilizando un hidrogel.

Sin embargo, el uso de la colagena solo para la ingenieria de tejido 6seo puede no ser
apropiado. Por lo tanto, es necesario modificar el colageno (Oh et al. 2021) sin afectar
otras propiedades deseables de la MEC 0Osea orgénica.

Tomando en cuenta las principales ventajas y desventajas de los injertos 6seos que adn
son el estandar de oro clinico, consideramos que era necesario aprovechar las propiedades
de la matriz extracelular y mitigar sus desventajas para la obtencién de andamios
osteoconductivos, osteoinductivos y osteteogénicos al sembrar hWJ-MSCs. Este
protocolo de 3 fases, que incluyo:

1) descelularizacion para eliminar células y determinantes inmunogeénicos del hueso
bovino.

2) desmineralizacidn para eliminar la fase mineral del hueso bovino.

3) hidrdlisis de la proteina de colagena para disminuir la probabilidad de granuloma de
cuerpo extrafio y respuesta inmunogénica y favorecer la tasa de degradacion inversamente
proporcional a la formacién de hueso.

Células

La ingenieria de tejidos y medicina regenerativa requieren células vivas capaces de
formar o recrear los 6rganos y tejidos funcionales. Algunos enfoques de la ingenieria de
tejidos y medicina regenerativa se basan en la regeneracion guiada de tejidos utilizando
biomateriales que sirvan como plataformas para el crecimiento de células autologas o
alogénicas. Otros enfoques se basan en implantar las células hematopoyéticas de la
médula dsea tienen la capacidad de producir factores proinflamatorios y de crecimiento,
incluidos TNFa, IL-1p, IL-12 y GM-CSF, que estimulan la proliferacion y diferenciacion
de células troncales y progenitoras normales en defectos 6seos criticos (R. Pelayo, 2015).
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A medida que comprendamos los mecanismos genéticos normales de la morfogénesis,
desarrollo, curacion de heridas, el comportamiento celular y la interaccion con el
microambiente, podremos usar estos conocimientos para el disefio de tejidos vivos y la
implementacion de técnicas de ingenieria de tejidos y medicina regenerativa, por lo tanto
aumentar el éxito clinico de los tratamientos.

Células Troncales

La definicion de las células troncales se hace de acuerdo a los criterios funcionales, debido
a que no hay caracteristcas morfoldgicas que permitan distinguirlas del resto de células
del 6rgano o tejido del que provienen. Las células troncales son células inmaduras, no
diferenciadas con alta capacidad de autorreplicacion y capaces de diferenciarse en uno o
mas tipos de células especializadas. Existen muchos tipos de células troncales que difieren
tanto en su grado de diferenciacion como en su capacidad de autorrenovacion (Figura 5).
Las células de gametos sexuales que son los 6vulos o espermatozoides, son células
troncales que desarrollaran en todos tejidos embrionarios y extraembrionarios después de
la fertilizacion. Las células embrionarias derivadas de un embridn o feto humano son
células troncales también con pleno potencial de diferenciacion. Sin embargo, las células
troncales adultas son células parcialmente diferenciadas que se encuentran entre células
especializadas o diferenciadas en un tejido u 6rgano. De acuerdo con investigaciones
actuales, las células troncales adultas parecen tener una capacidad mas restringida para
producir diferentes tipos de células y autorrenovarse en comparacion con las células
troncales embrionarias (R. Pelayo, 2015).

Por otra parte, los hallazgos y alcances en las investigaciones en el campo de las células
troncales durante las ultimas dos décadas han impulsado el desarrollo de la medicina
regenerativa, para la reparacion, sustitucion o regeneracion de tejidos u 6rganos, para
restaurar funciones bioldgicas alteradas por diversas causas, incluyendo malformaciones
congénitas, enfermedades o traumatismos (Lanza, 2020).

La adicién de células vivas a un andamio, con el objetivo de mejorar una funcién o inducir
una nueva. Ha emergido como una terapia prometedora debido a que las células
empleadas pueden manipularse ex vivo, tanto a nivel celular como molecular para mejorar
su eficiencia. Sin lugar a duda, las células troncales juegan un papel preponderante en la
terapia celular, en particular las células troncales hematopoyéticas empleadas en los
procedimientos clinicos. En la actualidad las células troncales mesenquimales (MSCs, del
inglés Mesenchymal Stem Cells) se emplean con mayor frecuencia en las areas clinicas
de ortopedia y como inmunomoduladores en el trasplante de células hematopoyéticas
(Lanza, 2020).

El potencial de la ingenieria de tejidos esta basado en la plasticidad de las células troncales
y la capacidad de manipulacion de las células in vitro. Las evidencias obtenidas
actualmente presentan un panorama alentador para el futuro empleo clinico de las células
troncales para solucionar problemas actuales relacionados con la regeneracion de diversos
tejidos (Lanza, 2020). La expresion de CD 90 (Thy-1) este marcador de superficie es una
proteina de membrana unida a glicosil-fosfatidilinositol (GPI) de 25-30kDa y se ha
demostrado previamente que esta asociado con células osteoprogenitoras por lo que las
células CD90* son mas capaces de formar hueso tanto in vitro como in vivo (Aggarwal et
al. 2005).
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La expresion de CD105 (endoglina) estan constantemente presente en una alta proporcion
de las MSC y esta ausente en las células hematopoyéticas, se ha demostrado previamente
que las células CD105*"°" son multipotentes in vitro y exhiben la capacidad de formar
hueso in vivo (Aslan et al. 2006; Cabrera-Perez et al. 2019).

La expresion de CD73 (5’ecto-nucleotidasa) se atribuye a un mayor potencial de
diferenciacion osteogénica e in vitro e in vivo, por lo que se relaciona a una subpoblacion
de MSC CD73" como capaces de promover la reparacién de fracturas (Ansari et al. 2018).
También se ha reportado que las hWJIMSC ejercen un efecto inmunosupresor al inhibir
la proliferacién y la funcion de las células inmunitarias, y son inmunoprivilegiadas ya que
expresan poco MHC-11y por lo tanto hay una baja expresion de HLA-DR (Cabrera-Perez
et al. 2019).
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Efecto paracrino de las células troncales mesenquimales. Traducido de Chaparro, O., &
Linero, 1. (2016). Regenerative medicine: a new paradigm in bone regeneration. Adv
Techn Bone Regen, 1, 253-274.
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Antecedentes

La ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa junto con la medicina translacional se
han enfocado a la investigacion del tejido musculo esquelético, el hueso y el cartilago de
manera exhaustiva. Se han estudiado experimentalmente y/o clinicamente varios
materiales, entre los que hay materiales sintéticos, naturales, biodegradables,
reabsorbibles, asi como una infinidad de técnicas de sintesis, disefios y presentaciones;
sin embargo, aln no se encuentra un material o técnica que pueda considerarse el
“estandar de oro clinico” como alternativa al injerto 6seo autélogo. Por ejemplo, en 2005,
Mauney et al. obtuvieron andamios derivados de hueso bovino, desmineralizados con
porcentajes de contenido de calcio de 19.8 + 2.4%, 11.3 + 2.5% y 0.3 + 0.5% por gramo
de peso del andamio seco. Para su obtencion se empled acido clorhidrico a una
concentracion 0.6 N con una proporcién de 50 ml por gramo de hueso. El proceso de
desmineralizacién vari6 de 15 minutos a 12 horas. De esta manera, se obtuvieron
andamios de 8 cm que fueron sembrados con 2.5 x 10° células troncales mesenquimales
derivadas de la médula dsea. Los andamios sembrados fueron mantenidos en cultivo
dindmico en matraces giratorios y en cultivo estatico con ayuda de sistemas transwell.
Los objetivos de ese estudio eran evaluar la capacidad de diferenciacion osteogénica in
vitro de las células troncales de la médula 6sea y también evaluar su capacidad de
formacion oOsea in vivo implantando los andamios con las células en sitios subdérmicos
en ratones atimicos. Los resultados s6lo mostraron el porcentaje de calcio de los andamios
obtenidos, sin evaluar el fosfato, que es otro indicador importante del grado de
mineralizacion. Por otro lado, emplearon sistemas transwell para evitar que las células se
adhirieran al fondo del pozo de cultivo y favorecer que las células solo se adhirieran al
andamio. Asimismo, con objeto de determinar el nimero de células adheridas al andamio,
utilizaron como indicador la actividad metabdlica de las células, que de ninguna manera
permite evaluar con precision el namero de células en cultivo 3D. Ademas, reportaron
que los valores de factores solubles en los 3 casos son similares, sin embargo, observaron
que la capacidad de diferenciacion osteogénica in vitro y formacion désea in vivo es mejor
en los andamios parcialmente desmineralizados, debido a la presencia de factores
osteogeénicos de la matriz extracelular 6sea. Finalmente, cabe mencionar que, de todos los
resultados obtenidos, solo muestran una figura de los 3 cortes histologicos tefiidos con
H&E, lo cual podria ser insuficiente para los objetivos planteados inicialmente en este
estudio.

En otro estudio, Chamieh et al. (2016) fabricaron hidrogeles de colagena tipo | a una
densidad de 10% p/v sembrados con ceélulas troncales mesenquimales derivadas de la
pulpa dental de molares de ratas Wistar. El objetivo del estudio fue evaluar los efectos
osteogeénicos de los andamios de hidrogeles de colagena tipo | sembrados con células
troncales mesenquimales derivadas de la pulpa dental con objeto de evaluar la
regeneracion Osea en un modelo de defecto déseo critico en las calvarias de las ratas.
Observaron que después de 35 dias, los defectos de tamafio critico en las calvarias habian
disminuido tanto en area como en grosor, pero sélo en los casos donde sembraron células
troncales mesenquimales derivadas de la pulpa dental y no en los andamios que no tenian
células. Esta evaluacion se realiz6 mediante microtomografia y analisis histologico,
atribuyendo estos resultados a que en los andamios de colagena densa tipo | reduce su
rigidez de 55 a 30% en dos semanas después de agregar células. Finalmente, sugirieron
el uso clinico del andamio en combinacién con las células troncales mesenquimales
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derivadas de la pulpa dental. Sin embargo, en este estudio no hay suficiente evidencia que
demuestre que lograron una reparacion Osea total ni una aproximacion de tiempo en el
que podrian obtenerse la reparacion total de los defectos criticos.

En una revision sistematica reciente realizada por Ansari et al. (2018) en la que analizaron
18 articulos que evaluaron el potencial osteogénico de las células humanas troncales de
gelatina de Wharton (hWJ-MSC) en condiciones clinicas. De estos articulos, 14 fueron
estudios in vitro, 2 fueron estudios in vivo y 2 fueron estudios tanto in vivo como in vitro.
En 6 de estos 18 estudios se fabricaron andamios que se usaron en combinacién con hWJ-
MSC, de los cuales en 4 utilizaron un medio de cultivo inductor de la diferenciacion y
s6lo en 2 emplearon andamios con propiedades bioactivas y solo en 1 la combinacién de
las propiedades bioactivas del andamio y plasma rico en plaquetas. Los resultados
obtenidos fueron diversos: algunos lograron la formacién de hueso a 12 semanas, acelerar
el tiempo de recuperacién en pseudoartrosis, y un aumento en la expresion de genes
asociados con la mineralizacién, con un incremento en la mineralizacion in vitro y
potencial osteogénico, entre otros. La revision demostrd que las hWJ-MSC son capaces
de diferenciarse en osteoblastos, por lo que son una excelente alternativa a las células
troncales mesenquimales derivadas de la médula dsea para su aplicacion clinica ya que
también se ha demostrado su capacidad inmunomoduladora (Hendijani, 2017).

Armstrong et al. 2020 analizaron la situacion actual de la ingenieria de tejidos y la
medicina translacional y sugirieron 2 desafios clave que deben abordarse para tener
avances en esta area; 1) después de realizar los estudios de prueba de concepto de
materiales tanto naturales como sintéticos en dimensiones arbitrarias, se lleven a cabo en
dimensiones estructurales nativas y que los tipos de células empleadas den como
resultado tejidos maduros multicelulares; 2) utilizar materiales y protocolos que admitan
la manipulacion interdisciplinaria sin afectar otros aspectos del tejido que se plantea
obtener.

Debido a que en muchas ocasiones se requiere el uso de materiales con propiedades
definidas como: ciertos niveles de transparencia optica, propiedades mecanicas, presencia
de factores de crecimiento, entre otros. Las estrategias de disefio y obtencion se deben
basar en: (i) un material personalizado, disefiado y sintetizado con propiedades
especificas; o (ii) la eleccion de un material existente que tenga propiedades compatibles
dentro de un espacio de parametros determinados.

Si bien, un material disefiado experimentalmente o seleccionado de acuerdo con
propiedades ya evaluadas puede usarse para favorecer la organizacion de las
caracteristicas estructurales, este beneficio no debe ser a expensas de las propiedades
bioldgicas, fisicas 0 mecanicas requeridas para apoyar la viabilidad celular, la produccion
de matriz extracelular y la diferenciacion, por mencionar algunas. Idealmente, un
protocolo de ingenieria de tejidos que sea reconocido como el “estandar de oro académico
o clinico” se utilizaria Gnicamente con cambios al procedimiento establecido con la
supervision de campos interdisciplinarios.
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Justificacion

Durante varias décadas la investigacion de la reparacion de defectos 6seos se ha enfocado
en desarrollar sustitutos dseos capaces de imitar tanto la composiciébn como las
propiedades mecanicas de la matriz extracelular 6sea, sin embargo, un andamio ideal para
la reparacion 6sea no solo debe imitar esas caracteristicas, sino aportar un microambiente
dindmico, osteoconductivo, osteoinductivo y osteogénico como el que solo aporta la
matriz extracelular 6sea.

Una alternativa a las deficiencias de los andamios disponibles actualmente puede ser la
obtencion de un andamio a partir de matriz extracelular descelularizada, ya que
previamente se ha logrado con éxito la reparacion de otros 6rganos y tejidos, sin embargo,
al ser la matriz extracelular 6sea mas compleja, requiere tanto desmineralizarla como
descelularizarla, sin embargo, los métodos de descelularizacion y desmineralizacion
usados actualmente son demasiado agresivos y dafian las propiedades deseables de la
matriz extracelular ésea.

Por esta razon, es importante obtener andamios a partir de hueso esponjoso bovino
mediante métodos que permitan preservar las propiedades osteoconductivas,
osteoinductivas y osteogenicas de la matriz extracelular 6sea y por lo tanto puedan usarse
para la reparacion de defectos 0seos.

Objetivos

Objetivo general

Obtener y caracterizar un andamio a partir de hueso esponjoso bovino que conserve las
propiedades osteoconductivas, osteoinductivas y que al sembrar células mesenquimales
de cordon umbilical humano (hWJ-MSCs) tenga potencial osteogénico in vitro.

Objetivos especificos

e Evaluar la descelularizacion, desmineralizacion de los andamios obtenidos a partir
de hueso esponjoso bovino.

e Caracterizar la estructura, morfologia, diametro mayor de poro, composicion
quimica, capacidad de absorcion y tiempo de degradacion de los andamios
obtenidos a partir de hueso esponjoso bovino.

e Aislar hWJ-MSCs y caracterizar su inmunofenotipo.

e Evaluar citocompatibilidad, adhesion celular y la capacidad de mineralizacion de
los andamios obtenidos a partir de hueso esponjoso bovino en los cuales
cultivamos hWJ-MSCs.

Metodologia

Materiales

Muestras bioldgicas

Bloques de hueso cortical con dimensiones de 1 cm?®, obtenidos de fémur bovino (18-24
meses), de un matadero en la Ciudad de México.

Andamios comerciales de hueso esponjoso autdlogo clase 111 Biograft®
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3 cordones umbilicales, los cuales se obtuvieron mediante cesarea de un hospital publico
en la Ciudad de Meéxico. Los donantes firmaron previamente el consentimiento
informado, y realizamos la recoleccién de acuerdo con las pautas establecidas por del
comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de
México.

Reactivos

Solucién de hipoclorito de sodio al 5% (NaOCI) (Los patitos, Grupo Dimex, México,
Ciudad de Meéxico) Solucion de metanol (N°. de catdlogo 650188), solucion de
cloroformo (N°. de catadlogo C7559), dodecil sulfato de sodio (SDS) (N°. de catalogo
L3771), solucion Triton 100X 1 % (N°. de catalogo T8787), solucion de acido clorhidrico
al 37% (N°. de catalogo 320331), hidréxido de sodio (NaOH) (N°. de catalogo 38227),
solucion de paraformaldehido al 4% (N°. de catdlogo 1004969010), 2- [4- (2-hidroxietil)
piperazina Acido -1-il] etanosulfonico (HEPES) (N°. de catalogo H4034), colagenasa tipo
I (N°. de catdlogo. SCR103) y 2- (4- aminofenil) -1H-indol-6-carboxamidina (DAPI) (N°.
de catélogo 268298), tincion tricroémica de Masson (Catélogo #. HT15) todos comprados
de Sigma Aldrich Inc., Saint Louis, Missouri, EE. UU. Medio de cultivo Medio de Eagle
modificado por Dulbecco / Mezcla de nutrientes F-12 Jamon (DMEM-F12) (N°. de
catalogo L0090), suero fetal bovino (FBS) (N°. de catdlogo S1650), penicilina-
estreptomicina (N°. de catadlogo L0018-100) todos comprado a Bio West Inc., Rosenberg,
Texas, EE. UU. Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (n°. de catalogo. 324506),
solucion de lisozima (de clara de huevo) (n° de catalogo 105281) Tincion von Kossa (N°
de catdlogo 100362) todos comprados en Merck Millipore Inc., Burlington,
Massachusetts, EE. UU. Anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos: Per CP
/ Cy5.5 anti-human105 (Catalogo # 323216), FITC antihumano CD 90 (N°. de catalogo
328108), APC antihumano CD 73 (N°. de catalogo 344006), PE anti- CD 34 humano (N°.
de catdlogo 343606), CD 45 antihumano de PE (N°. de catdlogo 368510), CD19
antihumano de PE (N°. de catalogo 363004), CD 11b antihumano de PE (N°. de catalogo
338808), PE / Cy7 antihumano HLA-ABC, PE antihumano HLA-DR (N°. de catalogo
327008) todos comprados en BD Biosciences, San José, California, EE. UU. Anticuerpo
policlonal anti CD51 / ITGAV (N°. de catadlogo ALX-210-537-R100) Enzo Life Sciences,
Inc., Farmingdale, Nueva York, EE. UU. Kit de viabilidad / citotoxicidad para células de
mamiferos LIVE / DEADTM Thermo Fisher Inc., Waltham, Massachusetts, EE. UU.,
Polvo de coldgena bovina tipo | comprado de NeoCell Nature’s products Inc, de
Nutranext business, LLC, Sunrise, Florida, EE. UU., Trypsin / Ethylenediamine tetra-
acetic acid (EDTA) 0.05% (N°. de catadlogo 15400054) todos comprados de GibcoTM
Thermo Fisher Inc., Waltham, Massachusetts, EE. UU.

Equipos

Bafio maria con agitacion (modelo SWBR17, MRC lab Ltd., Ha-Gavish, Holon, Israel),
Incubadora de CO, (modelo NU-5700, NuAire, Inc., Plymouth, Minnesota, EE. UU.),
Congelador de laboratorio de ultrabaja temperatura (modelo DV039M-5ID Merit,
Jhonghe Dist., Nueva ciudad de Taipéi, Taiwan)., Liofilizadora (modelo SC-10N, Ningbo
Scientz Biotechnology Co., Ltd., Ningbo, Zhejiang, China)., Esterilizador mediante
ozono/UV (modelo UV Ozone Cleaner ProCleaner ™ Plus, BioForce Nanosciences, Inc.,
Virginia, EE. UU.), Microscopio SEM con un sistema de energia dispersiva (SEM/EDS)
(modelo 5600LV, Jeol Ltd., Akishima, Tokio, Japon), Microscopio éptico Olympus |
(modelo X50, Olympus Inc., Tokio, Japdn), Microscopio confocal Leica (modelo TCS
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SP8, Leica Inc., Wetzlar, Alemania)., Raman con microscopio confocal acoplado
(modelo alpha300 R, WITec Inc., Gesellschaft mit beschrénkter Haftung, Ulm,
Alemania), Espectrometro equipado con un cristal de diamante de reflectancia total
atenuada (FT-IR/ATR) (modelo Nicolet iS50R, Thermo Scientific, Inc., de Waltham,
Massachusetts, EE. UU.), Equipo Microindentador Femto Tools con un sensor FT-S2
(modelo FT-MTAO03, FemtoTools Inc., Buchs, Inner-Rhoden, Suiza), Gabinete de
Bioseguridad Clase Il (modelo 11A2-X, Eco Shell, Notre-Dame-de-Stanbridge, Québec,
Canadd), Citdmetro de flujo (FACSCalibur ™, BD Biosciences, San José, California, EE.
uu.).

Software

Image J (Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, Maryland, EE. UU.), PeakFit (Systat
Software Inc., San José, California, EE. UU.), Prism 7 (GraphPad, Inc., San Diego,
California, EE. UU.). FlowJo ™ (Becton, Dickinson & Company, Franklin Lakes, Nueva
Jersey, EE. UU.).

Otros

Cubre objetos Rectangulares # 1 (Coring, Inc., Nueva York, EE. UU.), caja de Petri y
placa de cultivo de 96 pozos (Biofil, Inc., YongHe Development Zone, Guangzhou,
China). botellas de cultivo celular (Falcon®, Coring, Inc., Nueva York, EE. UU.).

Meétodos
Limpieza de los bloques de hueso bovino
Se cortaron bloques frescos de hueso de fémur bovino desde la epifisis hasta la diafisis.

Se almacenaron los bloques de hueso bovino (1 x 1 x 1 cm) a -80 ° C hasta su uso; antes
del procesamiento, para eliminar la sangre y los lipidos de los bloques de hueso bovino;
primero, se lavaron con agua destilada hasta que eliminamos los restos de sangre,
inmediatamente se mantuvieron en NaCl durante 24 horas en el bafio maria en agitacion
constante a 100 rpm a 37 ° C, y finalmente se lavaron tres veces con PBS a 4 ° C.

Se eliminaron los lipidos de los bloques déseos de la siguiente manera; primero, se
colocaron en 100 ml de solucién 1: 1 de metanol-cloroformo, luego se dejaron en
inmersion durante 24 horas a temperatura ambiente, inmediatamente se lavaron con agua
destilada en tres ocasiones. Luego, se agrego agua destilada a 60 ° C, enseguida se esperd
a que volvieran a temperatura ambiente durante 1 hora y, finalmente, se mantuvieron en
la botella abierta en la campana extractora durante ese tiempo.

Obtencién de andamios a partir de los bloques de hueso bovino mediante
descelularizacion, desmineralizacion, e hidrolisis de la proteina de coldgena

Debido a la complejidad de la composicion del tejido dseo, implementamos un
procesamiento para obtener los andamios de la matriz extracelular de hueso bovino
descelularizado, desmineralizado y la proteina de colageno hidrolizada Tabla 2.

1) Se elimino todo el material celular y nuclear (determinantes antigénicos), se utilizaron
los detergentes Dodecil sulfato de sodio (SDS) / Triton X 100. Se colocaron 10 gramos
de bloques de hueso bovino por 100 ml de solucién SDS con Triton X 100 al 1%, luego
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se mantuvieron durante 24 horas a 37 ° C y en agitacion constante en el bafio maria, al
final del proceso, se lavaron tres veces con PBS a4 ° C.

2) Se desmineralizaron para eliminar la fase inorganica del hueso, aumentar la
biodisponibilidad de los factores de crecimiento y favorecer la degradacion total del
andamio, lo cual es extremadamente importante ya que queremos obtener un andamio
biodegradable que favorezca la formacion Osea inversamente proporcional a la
degradacion del andamio. Se desmineralizaron usando &cido clorhidrico (HCI), se usaron
tres concentraciones diferentes 0.5 M, 0.250 M y 0.125 M. Se usaron estas
concentraciones por cada 10 g de blogues de hueso bovino. Se mantuvieron en el bafio
maria en agitacion constante a 100 rpm durante 24 horas a 37 ° C, se lavaron los bloques
de hueso bovino con agua destilada y PBS a 4 ° C con la finalidad de eliminar el exceso
de &cido, se pusieron en inmersién en solucion de EDTA 0.5 M durante 2 horas a 4 ° C,
y se lavaron con PBS a4 ° C.

3) Finalmente, la hidrélisis alcalina matriz extracelular de hueso bovino descelularizada,
desmineralizada, se realiz6 para exponer secuencias RGD y disminuir la probabilidad de
granuloma a cuerpo extrafio, se usd 100 ml de solucion de NaOH a una concentracion
.IN por cada 10 g de bloques de hueso bovino. Se mantuvieron bajo agitacion constante
a 100 rpm durante 24 horas a temperatura ambiente, y finalmente, se lavaron tres veces
con PBS a 4°C.

En el futuro, nombramos la matriz extracelular de hueso bovino descelularizada,
desmineralizada, en donde la proteina de colagena esta hidrolizada y que se obtuvo a tres
concentraciones diferentes de HCI como, andamio 0.5 M, andamio 0.25 M y andamio
0.125 M; en donde el nombre de cada uno hace referencia a la concentracion de HCI que
se us0; ya que es la unica variacion en el método de obtencion de los andamios.

NOMBRE DESCELULARIZACION DESMINERALIZACION HIDROLISIS DE LA
COLAGENA
Andamio 0.125 + 0.125 M de HCl por +
cada 10 g de hueso
fresco.
Andamio 0.25 + 0.25 M de HCl por cada +

10 g de hueso fresco.

Andamio 0.5 + 0.5 M de HClI por cada +
10 g de hueso fresco.

* + Procedimiento igual para todos los andamios.

TABLA 2

Procedimientos empleados para la obtencion de los andamios

Secado y esterilizacion de andamios

Se secaron los andamios por sublimacion para preservarlos a largo plazo; se us6é una
liofilizadora al vacio durante 24 horas, inmediatamente se esterilizaron los andamios con
el esterilizador de ozono/UV durante 30 minutos y se almacenaron en paquetes
herméticos hasta su uso.

34



Evaluacion histologica de los andamios

Se determind histol6gicamente tanto la efectividad de los métodos de obtencion los
andamios como las caracteristicas histologicas de los andamios 0.125 M, 0.25 M y 0.5
M. Se analizaron 9 andamios, tres de cada grupo y de lotes diferentes, para determinar los
cambios en la estructura de los andamios de la matriz extracelular nativa.

Se analizaron con tincién tricrémica de Masson los cortes histoldgicos de los andamios
0.125 M, 0.25 M, 0.5 M, vy los cortes histologicos de bloques de hueso bovino sin
procesar. Ademas, se analizaron los andamios de 0.125 M, 0.25 M, 0.5 M y los bloques
de hueso bovino sin procesamiento, y andamios comerciales para establecer como
parametro un material que cumple con los criterios especificos para su comercializacion
con la tincién 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI); cada uno de los andamios se
analizaron por triplicado. Se fijaron los andamios y los bloques de hueso bovino en una
solucion de paraformaldehido al 4% durante toda la noche, luego se incluyeron en
parafina y se obtuvieron cortes de 10 um de espesor; y finalmente, se tifieron con tincion
tricromica de Masson y se agregd directamente DAPI a los andamios.125 M, 0.25 M y
0.5 M, a los bloques de hueso bovino sin procesar y a los andamios comerciales.

Se tomaron imagenes de los cortes histologicos con un aumento de 40x con el
microscopio optico y el microscopio confocal. Se analizaron las micrografias obtenidas
para determinar la efectividad de los métodos de descelularizacion, la desmineralizacion,
la presencia o ausencia de material celular o nuclear, la estructura de las trabéculas y la
orientacion de las fibras de coladgena en los andamios.

Caracterizacion de andamios

Diametro mayor de poro

Se determinaron las diferencias estructurales entre los andamios de 0.5 M, 0.25 My 0.125
M, asi como la estructura trabecular, la interconexion de poros y su diametro mayor; este
andlisis se realizO mediante microscopia electronica de barrido, se uso la técnica de
electrones retro dispersados con una aceleracion de voltaje de 15 kV y un aumento de
50x. Se analizaron los andamios de 0.125 M, 0.25 M y 0.5 M, de 500 um de grosor por
triplicado cada grupo, se usaron andamios de lotes diferentes y los bloques de hueso
bovino sin procesamiento también se usaron por triplicado.

Se colocaron los andamios y los bloques de hueso bovino a bajo vacio, se observé la
morfologia de la superficie y se obtuvo informacion sobre la forma, el tamafio y la
distribucién de los poros. Se observaron todos los andamios sin recubrimiento y, como
control, se usaron los bloques de hueso bovino mediante la técnica de electrones retro
dispersados a bajo vacio. Se midieron y se calcularon el promedio del tamafio de poro del
hueso bovino y los andamios 0.5 M, 0.25 M y 0.125 M; luego, se identificaron los posibles
cambios en el tamafio de poro entre los andamios y el hueso bovino (control).

Se obtuvieron las imagenes mediante SEM, después se procesaron las imagenes digitales
mediante el software Image J; se usaron como referencia los pixeles en la imagen y la
proporcion del diametro de poro mayor y la barra de escala. Se examinaron 50 mediciones
por grupo y se expresaron los resultados como la media + - desviacion estandar y el valor
P.
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Microanalisis de dispersién de energia de rayos X (EDS)

Se analizaron la composicion quimica de los andamios 0.5 M, 0.25 M y 0.125 M por
microscopia SEM acoplado a un EDS; se analizaron los andamios 0.5 M, 0.25 M y 0.125
M, por triplicado 3 de lotes diferentes y también se usaron 3 bloques de hueso bovino sin
procesar como control.

Se llevé a cabo analisis SEM / EDS a un voltaje de aceleracion de 20 kV y una distancia
de trabajo de 10 mm. Se colocaron los andamios y los blogues de hueso bovino a bajo
vacio; luego, se analizaron con analisis puntual de EDS con tiempos de adquisicién entre
10-30s.

Se analizaron los espectros de cada muestra; se obtuvo el promedio de 3 espectros por
grupo (n = 12), luego se identificaron la presencia o ausencia de picos asociados
elementos que componen la matriz mineralizada del hueso bovino.

Espectroscopia Raman

Se determind la composicion quimica de los andamios de 0.125 M, 0.25 M y 0.5 M por
medio de espectroscopia Raman. Se compararon los espectros de los andamios con
respecto a los que se obtuvieron de la colagena hidrolizada tipo | en polvo ya es el
componente principal de la matriz extracelular 6sea organica de la cual se obtuvieron los
andamios.

Se seccionaron longitudinalmente los andamios de 1 cm? con una hoja de bisturi para el
analisis de las regiones internas del andamio, la colagena hidrolizada tipo I en polvo que
se uso como control no requirié ninguna preparacion previa.

Se registraron mediciones de espectros Raman de los andamios usando un equipo Raman
acoplado con un microscopio confocal a 672 lineas / mm de rejilla y excitacion de luz
laser de 532 nm, que se origind a partir de un rayo laser incidente de laser verde Nd:
YVO4 con una potencia de 3,56 mW. Se colocaron los andamios 0.5 M, 0.25 My 0.125
M, y la colagena hidrolizada tipo | en polvo sobre el vidrio del cubreobjetos para el
analisis; se observaron con un objetivo 20x.

Se adquirieron espectros con 3s de tiempo de integracién y 50 acumulaciones.
Finalmente, se analizaron los espectros de cada muestra con Peak Fit, y se obtuvieron los
promedios de 9 espectros por grupo (n = 36), luego se realizaron la asignacién de bandas.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

FT-IR es una técnica complementaria a la espectroscopia Raman; se uso para confirmar
la composicion guimica de los andamios 0.5 M, 0.25 M y 0.125 M vy la ausencia de
residuos de los reactivos que se usaron durante el procesamiento. Se analizd la
composicion quimica de los andamios; como control, usamos la coldgena hidrolizada tipo
| en polvo, se analiz6 mediante la técnica espectroscopica FT-IR junto con el aditamento
ATR por triplicado por cada grupo.

Se adquirieron los espectros infrarrojos con 32 escaneos, a una resolucion espectral de 4
cm-1, en un rango de 400-4000 cm-. Se analizaron todos los espectros con Peak Fit;
entonces, se obtuvieron un promedio de los 9 espectros registrados por grupo (n = 36).
Finalmente, se realizaron la identificacion y asignacion de bandas.

Pruebas mecanicas

Se determind el comportamiento elastico de los andamios mediante la técnica de
microindentacion, con los datos obtenidos, calculamos el médulo de Young de los
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andamios 0.5 M, 0.25 M y 0.125 M, como control, se usaron andamios comerciales de la
misma marca y lote; las dimensiones de los andamios fueron de 1 cm?®, se usaron
andamios por triplicado.

Se usaron andamios htimedos para simular las condiciones en que los andamios pueden
someterse en condiciones in vivo; se sumergieron en 1 ml de medio de cultivo DMEM-
F12 durante 5 minutos antes de comenzar las mediciones de los andamios, y se
microindentaron 9 veces a cada muestra en diferentes sitios.

Se examinaron 27 mediciones por grupo; se analizaron los datos obtenidos usando el
modelo de Hertz, luego, se establecié el coeficiente de Poisson en 0.5, se calculd el
mddulo de Young de los andamios, y se usé la siguiente ecuacion:

3
E=—=P§"°
4R

Se expresaron los resultados como las medias + - desviacion estandar y el valor P.

Capacidad de absorcion

Se determind la capacidad de absorcion de los andamios 0.5 M, 0.25 M y 0.125 M, como
control, se usaron andamios comerciales de la misma marca y lote; las dimensiones de
los andamios fueron de 1 cm?, se usaron los andamios por triplicado por grupo.

Se determind la capacidad de absorcion por el método gravimétrico estandar; primero, se
determino el peso seco (Wd), luego, se determiné el peso humedo (Ws), se colocaron en
un tubo cénico e inmediatamente se agregdo 5 ml de PBS a pH 7.4; finalmente, se
incubaron durante 5, 24, 48, 72, 96 y 168 horas a 37 ° C. Se repitio cada experimento de
hinchamiento 3 veces.

Se sacaron los andamios humedos de los tubos conicos, y se colocaron 10 segundos en
papel de absorbente para eliminar el exceso de PBS; a continuacion, se peso cada
andamio. Calculamos la capacidad de absorcion con la relacion del aumento de peso
inicial al final, promediamos cada valor por triplicado y utilizamos la siguiente ecuacion:
(Ws = Wd) 100

Capacidad de absorcion (%) = Wd

Se expresaron los resultados como las medias + - desviacidn estandar y el valor P.

Degradacion

Se determind el tiempo de degradacion de los andamios 0.5 M, 0.25 M y 0.125 M, como
control, se usaron andamios comerciales de la misma marca y lote; las dimensiones de
los andamios fueron de 1 cm3, se usaron andamios por triplicado por cada grupo. Se
determiné el tiempo de degradacién por el método gravimétrico estandar. Se uso el
método enzimatico, con las dos enzimas mas abundantes en el modelo in vivo colagenasa
tipo 1y lisozima. Se prepard 100 ml de Hepes, luego se agregd 100 pg de colagenasa tipo
| y 0.1% de lisozima; primero, se determind el peso inicial (Wi), de inmediato, se
colocaron los andamios en un tubo conico, se sumergieron en el amortiguador descrito
anteriormente, se mantuvieron durante 24 horas a 37 ° C y se mantuvieron en agitacion
constantemente en el bafio maria, luego se pesaron cada 24 horas para determinar el peso
final (WfH).
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Se uso el porcentaje de pérdida de peso como indicador de degradacion; ademas, se
examinaron 3 mediciones por grupo todos los dias durante 21 dias, y se us6 la siguiente
ecuacion:

Wi — Wf
Pérdida de peso (%) = W x 100

Se expresaron los resultados como las medias + - desviacion estandar y valor P.

hWJ-MCSs

Aislamiento de las hWJ-MSC de los cordones umbilicales

Se aislaron las hWJ-MSC por el método de explante; se colocaron los cordones
umbilicales en frascos estériles con suficiente medio de cultivo y se transportaron al
laboratorio en refrigeracion. Luego, se retird el medio de transporte y se lavaron con PBS
estéril durante tres ocasiones para eliminar las células sanguineas, inmediatamente, se
lavaron con una solucién estéril de Hanks; finalmente, se cortaron para extraer la gelatina
de Wharton. Se corto la gelatina de Wharton en fragmentos de 1-2 mm?® con un bisturi
estéril. Se mantuvieron los fragmentos en la caja de Petri en cultivo durante 2 semanas en
medio de cultivo 1: 1 DMEM-F12, suplementado con penicilina 100 mM, a las 2 semanas,
se retiraron los explantes de la placa.

Cuando se establecio el cultivo celular, se hizo el recuento de células viables mediante la
prueba de azul de tripano; finalmente, se sembraron las células en botellas de 75 cm?,
cuando el cultivo alcanz6 una confluencia del 80%, se rompieron los enlaces peptidicos
formados por las células en las botellas de cultivo, con una solucion de tripsina al 0.5%.
Luego, se evaluo su viabilidad y se ajusté la densidad celular; finalmente, se transfirieron
a matraces de cultivo de 75 cm? a una densidad de 2 x 10° / cm?, y se cultivaron
nuevamente para expandir las hWJ-MSC hasta alcanzar una poblacion celular en el pase
3 con una confluencia del 80%.

Inmunofenotipo de las hWJ-MSC

Se usaron hWJ-MSC en el pase 3 a 80% de confluencia; se rompieron los enlaces
peptidicos formados por las células en las botellas de cultivo con tripsina al 0.5% y se
lavaron con PBS, luego se incubaron las hWJ-MSC con concentraciones saturantes de los
siguientes anticuerpos monoclonales marcados con fluorocromos: CD105, CD90, CD73,
CD34, CD45, CD31, HLA-DR y para HLA-ABC, durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Después se elimind el exceso de anticuerpo mediante 3 lavados con PBS, se
analizaron a las hWJ-MSC mediante citometria de flujo, con el equipo FACS Calibur.
Se analizaron los resultados de acuerdo con protocolos estandar, con un analizador FACS
Calibur y el software FlowJo. Se identificd la poblacion celular y se determind si es
positiva 0 negativa para cada marcador establecido por la Sociedad Internacional de
Terapia Celular (por sus siglas en inglés, ISCT).

Cultivo de las hWJ-MSCs

Para el trabajo experimental, se usaron hWJ-MSCs previamente aisladas y caracterizadas,
que estaban en el pase 3. Se mantuvieron en un medio de cultivo DMEM-F12, y se cambid
el medio de cultivo cada 2-3 dias. Se mantuvieron las hWJ-MSC en incubacion a una
temperatura de 37 ° C, con una atmdsfera de 95% de oxigeno y 5% de CO..
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Ensayos in vitro

Adhesidn celular

Se determind la adhesion de las hWJ-MSC cultivandolas en los andamios 0.5 M, 0.25 M
y 0.125 M durante 7 dias, mediante la presencia o ausencia del motivo RDG en los
andamios. Se analizaron los andamios 0.5 M, 0.2 5M y 0.125 M, donde sembramos hWJ-
MSC mediante inmunohistoquimica en ensayos por triplicado con el anticuerpo CD51 /
ITGAV, que reconoce el motivo RGD.

Para el cultivo celular, se colocaron los andamios dentro de la campana de flujo laminar,
con pinzas estériles, inmediatamente se transfirieron a una placa de 96 pozos, y se
sembraron 10,000 hWJ-MSC en los andamios, se mantuvieron durante 7 dias en cultivo
con medio DMEM -F12. Posteriormente, se lavaron con PBS, luego se fijaron los
andamios en solucién de para formaldehido al 4% durante toda la noche, luego, se
embebieron en parafina y se obtuvieron cortes de 10 um de espesor.

Para el analisis inmunohistoquimico, se desparafinaron y se deshidrataron los cortes
histolégicos obtenidos de los andamios 0.5 M, 0.25 M y 0.125 M, y como control, se
usaron bloques de hueso bovino sin procesar. Luego, se lavaron con bufer de citratos a
pH 3-3.5. A continuacidn, se llevé a cabo la recuperacion antigenica en una olla a presion
a 120 ° C durante 3 minutos, inmediatamente, se bloquearon las enzimas enddgenas con
PBS albimina y se incubaron durante la noche con el anticuerpo primario. Después de
ese tiempo, se lavo 3 veces con PBS y se colocé el anticuerpo secundario; finalmente, se
revel6 con 3,3'-diamino-bencidina (DAB) y se contra tifié con H&E.

Se tomaron fotomicrografias de los cortes histoldgicos por medio del microscopio Optico
con un aumento de 40x por triplicado para cada grupo. Luego, usando Image-Pro,
analizamos las fotomicrografias para cuantificar la expresion de CD51 en los andamios
0.125 M, 0.25 M, 0.5 My hueso bovino (n = 3).

Citocompatibilidad de los andamios

Se evaluo la citocompatibilidad de los andamios 0.5 M, 0.25 M, 0.125 M, como control,
se usaron los andamios comerciales de la misma marca y lote; las dimensiones de los
andamios fueron de 1 cm3, usamos los andamios por triplicado por cada grupo.

Se sembraron 10,000 hWJ-MSC en los andamios; se mantuvieron con las células en
cultivo durante 1,3,7,14 y 28 dias. Se incubaron a 37 ° C y 5% de CO2. Se cambio el
medio celular cada 2-3 dias.

Al final de cada tiempo experimental, se lavaron cada uno de los pozos agregando medio
de tal manera que cubriera toda la superficie de los andamios, al completar cada tiempo
experimental se agrego el kit vida / muerte, luego se incubaron a 37 ° C con una atmosfera
de 95% de oxigeno y 5% de CO2 durante 30 minutos. Ademas, en dos cubreobjetos se
sembraron 10,000 hWJ-MSC, en ambos, se realizd un ensayo vida / muerte, en uno de
ellos agregamos etanol al 70% como control positivo de muerte; se agregd DAPI para
visualizar los nacleos celulares, esto para identificar las caracteristicas de hWJ-MSC tanto
viables como muertas en andamios. Antes de la evaluacion microscépica, se retiraron los
andamios del matraz de cultivo; luego se colocaron en el portaobjetos con una gota de
PBS, finalmente, se observaron por microscopia confocal.

Se obtuvieron fotomicrografias por triplicado para cada grupo de andamios, en cada uno
de los diferentes tiempos con el microscopio confocal. Se determiné si las hWJ-MSC
estaban vivas o muertas tanto en los diferentes grupos de andamios como en los diferentes
tiempos de evaluacion, se eligieron imagenes representativas de cada condicion de las
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imagenes digitales y se contaron las células por medio del software ImageJ. Se expresaron
los resultados como las medias + - desviacion estandar y valor P.

Mineralizacién in vitro

Se determind el grado de mineralizacion de los andamios 0.5 M, 0.25 M y 0.125 M
después de permanecer en cultivo con hWJ-MSC, durante 14 y 28 dias; dentro de la
campana de flujo laminar se transfirieron los andamios de los frascos cerrados
herméticamente a una placa de 96 pocillos se usaron pinzas estériles, luego, sembramos
10,000 hwWJ-MSC en los andamios e inmediatamente, se mantuvieron durante 14 y 28
dias en cultivo con medio DMEM-F12; posteriormente, se lavaron con PBS. Finalmente,
se fijaron con formaldehido para obtener cortes histolégicos de 10 um, y se tifieron con
von Kossa.

Para los analisis histoldgicos, se tomaron imagenes de los cortes histoldgicos tefiidos y
mediante un microscopio 6ptico con un aumento de 40x, se obtuvieron fotomicrografias
por triplicado para cada grupo. Se analizaron las imagenes obtenidas; se determiné el
grado de mineralizacién del andamio mediante cambios de color asociados con los
depositos de fosfato de calcio por medio del software ImageJ. Se expresaron los
resultados como las medias + - desviacion estandar y valor P.

Analisis estadistico

Se identificaron las variables, como variables dependientes, el didametro de mayor de poro,
el médulo de Young, el indice de hinchamiento, el tiempo de degradacion, el nimero de
células vivas, el area con deposito de calcio y la concentracion de HCI a la que obtuvimos
los andamios, y como variable independiente el intervalo de tiempo de evaluacion
experimental; se analizaron los 3 grupos de andamios, que son 0.125 M, 0.25 My 0.5 M
por triplicado en cada experimento, excepto en el diametro mayor de poro examinamos
50 mediciones por cada grupo de andamios, espectroscopia Raman y FT-IR se
examinaron 9 andamios por cada grupo de andamios, y pruebas mecanicas se examinaron
27 mediciones por cada grupo de andamios, para el analisis estadistico se usaron los
valores absolutos obtenidos, y se presentaron los datos experimentales como la media +
desviacion estandar, luego por Prism7, se analizaron por ANOVA de 2 vias; para
identificar las diferencias entre un grupo de control (hueso bovino sin procesar o andamio
comercial) y 3 grupos experimentales (andamio 0.125 M, 0.25 M y 0.5 M); finalmente,
se realizo la prueba post hoc de Tukey para comparaciones multiples, la significacion
estadistica se considerd con un valor de p < 0.05.

Resultados

Obtencién de los andamios

Después del procesamiento, en el laboratorio se logrd estandarizar las técnicas de
descelularizacion, desmineralizacion del hueso bovino e hidrdlisis de la colagena de la
matriz extracelular 6sea bovina. Asi, se obtuvieron 3 diferentes andamios con 3 distintas
concentraciones de HCI, andamio 0.125 M, 0.25 M y 0.5 M. Cabe mencionar que las
dimensiones y forma de los andamios se pueden modificar de acuerdo con los
requerimientos del estudio tanto in vitro, como in vivo.
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Analisis histolégico

Comprobacién de la descelularizacién de los andamios

Los resultados demostraron que los métodos de descelularizacion utilizados para la
obtencion de los andamios fueron efectivos. En la Figura 6, se puede observar el anélisis
microscopico de los andamios tefiidos con DAPI en donde los andamios no presentaban
nacleos celulares ni material nuclear; sin embargo, en el hueso bovino y los andamios
comerciales Biograft® hay nucleos celulares o material nuclear y marcas azules intensas
que pueden atribuirse a la deteccién de dsDNA.

Comprobacion de la desmineralizacion de los andamios

La tincion tricromica de Masson es indicadora que los andamios 0.125 M, 0.25 My 0.5
M estan compuestos principalmente de colagena, pero en el andamio 0.125 M, hay
algunas zonas que indican mineralizacion y como esperabamos el hueso bovino sin
procesar esta totalmente mineralizado. Ademas, se observaron cambios en la estructura
de las trabéculas ya que las fibras de colagena estaban méas separadas en los andamios
0.25My 0.5 M que en el andamio 0.125 M. En los cortes histologicos del andamio 0.125
M, la parte exterior de las trabéculas estuvieron formadas por fibras de colagena
compactas (azul) pero con algunas areas mineralizadas en la parte central de las trabéculas
(rojo). El andamio 0.25 M presentd pocos puntos mineralizados (rojo) con las fibras de
colégena alineadas en forma paralela (azul intenso). El color azul indico que las fibras de
colégena estaban bien conservadas. En contraste, el andamio 0.5 M presentd muy pocos
puntos mineralizados (rojo). Las fibras de colagena tenian una disposicion paralela, sin
embargo, estaban muy separadas (azul claro). La diferencia de color se relacion6 con un
mayor grado de desnaturalizacion de la colagena. Como se esperaba, el hueso bovino sin
procesar (rojo intenso) presentd una coloracion rojiza debido a su mayor grado de
mineralizacion respecto a la de los andamios procesados (Figura 7). Mas adelante
relacionaremos estos resultados con los obtenidos mediante EDS.
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FIGURA 6

Fotomicrografias de andamios de MEC 0sea organica tefiidos con 4 ',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI). Confirmacion del proceso de descelularizacion. La presencia de
nucleos se analizo con tincion con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Fotomicrografias
de microscopio confocal de cortes histoldgicos tefiidos con DAPI. Se pueden ver puntos
brillantes (puntas de flecha blancas) que indican los nucleos antes de la descelularizacién
(A) y en andamios comerciales (B). Los nucleos estan totalmente ausentes después de la
descelularizacion en andamios de 0,125 M (C), 0,25 M (D) y 0,5 M (E). Microscopia
confocal. Aumento 40x barra de escala = 100 pm.
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HUESO BOVINO

FIGURA 7

Fotomicrografias de cortes histologicos tefiidos con tricromica de Masson fibras de
colagena (azul) y matriz mineralizada (rojo). Analisis histolégico de los andamios y hueso
bovino. Los andamios de 0,125 M (A), 0,25 M (B) y 0,5 M (C) estaban compuestos de
coladgena (azul). Sin embargo, en el andamio de 0.125 M, algunas zonas indican la
presencia de mineralizacion (rojo). Como esperabamos, el hueso bovino sin el proceso de
desmineralizacion (D) esta compuesto por colagena (azul) y una matriz mineralizada
(rojo). Microscopia fotonica de campo claro. Aumento 40x barra de escala = 100 pm.

Caracterizacion de los andamios

Determinacion de la estructura tridimensional de los andamios

Mediante MEB obtuvimos fotomicrografias de cortes transversales de los andamios 0.125
M, 0.25 M, 0.5 M y hueso bovino. Se demostré que los andamios retienen la estructura
tridimensional, los macro poros interconectados después de realizar los métodos de
obtencién, como se puede observar en la Figura 8, pero las trabéculas son mas anchas en
los andamios 0.125 M, 0.25 M que en los 0.5 M. De igual manera, en las fotomicrografias
medimos el didmetro mayor de poro que se reporta a continuacion.
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L A

FGURA 8

Fotomicrografias de los andamios y el hueso bovino. Los andamios 0. 125 M (A), 0.25
M (B), and 0.5 M (C) retienen la estructura tridimensional, macro poros interconectados
después de realizar los métodos de obtencién de los andamios, sin embargo, la estructura,
ancho de las trabéculas y el diametro mayor de poro es menor que en el hueso bovino(D)
cuando se incrementa la concentracion de &cido clorhidrico (HCI). Microscopia
electronica de barrido (SEM). Técnica de electrones retro dispersados, aceleracion de 15
kV. Aumento 50x barra de escala = 500 pm.

Porosidad

En la Gréafica 1 se puede observar la distribucion de poros en los andamios 0.125 M, 0.25
M, 0.5 My en el hueso bovino, los poros son heterogéneos en su tamafio, ya que varian
desde 121 a 944 um, en donde la media de los poros es mayor a 300 um. En el andamio
0.125 M 356.69 um £ 125.36, en el 0.25 M 352.82 um £ 96.65 y finalmente en el 0.5 M
300.08 wm £ 94.96. Lo anterior mostrd que hubo cambios en el didmetro mayor de poro
en los distintos andamios que se relacionan de manera directa con el aumento de la
concentracion de acido clorhidrico en los andamios 0.5 M, pero no en los andamios 0.125
M ni en el 0.25 M. Mas adelante se discutiran los resultados obtenidos para la aplicacion
planteada.
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GRAFICA 1

Histograma de la distribucion del tamafio de poro determinada por el software image J
(A-D). EI diametro del macroporo se indica como el didmetro equivalente de los
macroporos mas grandes observado en AD, los andamios de 0,125 M fueron 356,69 um
+ 125,36 (A), los andamios de 0,25 M fueron 352,82 um =+ 96,65 (B), los andamios de
0,5 M fueron 300,08 um + 94,96 (C), y los huesos bovinos sin procesar como control
fueron 372 um + 141.6 (D).

Determinacidn de la composicion inorganica de los andamios

El microanalisis de dispersion de energia proporcioné informacion semicuantitativa sobre
la composicion inorganica de los andamios obtenidos a las distintas concentraciones de
HCI, en donde la ausencia de los elementos calcio y fésforo fueron indicadores de la
desmineralizacion de los andamios. Se determiné el grado de desmineralizacion de los
andamios empleando como indicadores el calcio y fosforo que son los principales
componentes de la fase inorganica del hueso. En general en el hueso bovino los elementos
presentes fueron carbono (C), oxigeno (O), sodio (Na), magnesio (Mg), silicio (S), calcio
(C), cloro (CI) y fésforo (P). Como era de esperarse hubo picos bien definidos de calcio
y fosforo, que fueron indicativos de mineralizacion ya que se obtuvieron en todas las
muestras y sus repeticiones. En contraste, la desmineralizacion de los andamios 0.5 M,
0.25 M y 0.125 M no mostraron picos bien definidos de calcio y fésforo, que como se
menciond anteriormente son los elementos principales que componen a la hidroxiapatita
Osea. Este hallazgo confirm6 la evidencia obtenida en los cortes histologicos de los
andamios 0.25 M y 0.5 M tefiidos con tricromica de Masson en donde se observé que el
componente principal de los andamios fue MEC desmineralizada. Cabe mencionar que
para materiales 3D, el limite de deteccion fue de 0.1% en peso, por lo tanto, EDS no puede
detectar elementos traza que estan a concentraciones por debajo de 0.01% en peso.
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FIGURA 9

El analisis quimico por EDS indic6é que los andamios no contenian calcio ni fosforo y,
por lo tanto, estaban desmineralizados. En contraste, el hueso bovino mineralizado tenia
un alto contenido de calcio y fésforo. Los andamios de 0,125 M (A), 0,25 M (B), 0,5 M
(C) y (D) hueso bovino.

Determinacién de la composicion quimica de los andamios

En la colagena tipo | hay once bandas en el espectro Raman 1670, 1476, 1299, 1243,
1082, 1060, 1032, 1002, 930, 854 y 13 cm ~ ! (Kochetkova et al. 2021). En la Figura 10,
los espectros Raman, que se obtuvieron de los andamios de 0.5 M, 0.25 M y 0.125 M,
presentaron una huella dactilar tipica de la colagena tipo | (Figura 11), lo que indico que
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el componente principal de los andamios es el colagena tipo I. En todos los espectros
Raman hay bandas evidentes a 1669 cm ~! Amida I v (C = O), 1456 cm ~ ! § (CH2, CHs3),
1279 cm ~ ! Amida III & (NH2), 1256 cm ~ ' Amida IIl (CN), 1101 cm ~ ! (8NCH Pro),
1000 cm ! fenilalanina, esqueleto de la proteina de 932 cm ~ ! v (CC), anillo de prolina
859 cm v (CC)y 828 cm ! v (CC) esqueleto de la proteina. También se observaron
bandas estrechas en la posicion 1669 cm !, 1456, 1279 cm ~ !, 1256 cm ~ !, 1000 cm ~ !,
y bandas menos definidas en la posicion 1101 cm — 1932 cm ~!, 859 cm !, y 828 cm ~
L., estos resultados se discutiran mas adelante.

2.5 )
Colagena hidrolizada tipo |

Andamio 0.125 M
Andamio 0.25 M
20 4 Andamio 0.5 M

LA AN
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FIGURA 10

Espectros raman de andamios obtenidos a diferentes concentraciones de HCI: azul (0,125
M), rojo (0,25 M) y amarillo (0,5 M), asi como en negro la colagena hidrolizada tipo |
como referencia. Espectros Raman representativos, n >3.
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FIGURA 11

Espectro obtenido mediante espectroscopia Raman, donde se observan las bandas
caracteristicas de la colagena tipo I. Traducido de Janko, M., Zink, A., Gigler, A. M.,
Heckl, W. M., & Stark, R. W. (2010). Nanostructure and mechanics of mummified type
I collagen from the 5300-year-old Tyrolean Iceman. Proceedings of the Royal Society of
London B: Biological Sciences, 277(1692), 2301-2309.

Determinacidn de la presencia de colagena tipo | en los andamios

Todos los espectros de los andamios 0.5 M, 0.25 M y 0.125 M, presentan dos regiones
principales: 1) la regién de grupos funcionales (= 4000-1500 cm™?), donde se identifico
cada grupo funcional para sus tipos especificos de enlaces, rangos de frecuencia de
espectroscopia de asignacion y su intensidad, y 2) la region de huella dactilar (= 1500-
400 cm™) que es un area Unica para cada molécula, por lo que permite identificarlas y
puede ser caracteristica de la simetria molecular o de una combinacion de bandas que
surgen de mdaltiples enlaces deformados simultaneamente (Figura 12). Asi, se
identificaron las posiciones de enlaces infrarrojos, su tipo de vibracion y su representacion
de grupo funcional presente en los andamios. En la coldgena bovina tipo | en polvo en la
region de los grupos funcionales hubo las siguientes bandas: 3305 cm™ asociada con el
estiramiento NH y bandas de hidrdgeno presentes en la colagena (Amida A) y otra a 3081
cm? asociada con el estiramiento CH (Amida B) (Sanden et al. 2021).

La region de la huella dactilar confirma que en la composicién de todos los andamios se
encuentra la proteina de colagena tipo I, sin embargo, en los andamios hay cambios en
las bandas relacionadas con el anillo de piridina, hidroxiprolina y cadenas laterales de
prolina (Vidal and Mello, 2011; Vidal, 2014). Las posibles causas y e implicaciones de
la presencia y ausencia de estas bandas se discutira posteriormente, sin embargo, las tres
bandas estan involucradas en mantener la estructura de la triple hélice de la colagena. La
region de la huella dactilar presenta las siguientes bandas: 1654 cm™ asociadas con las
vibraciones de estiramiento del grupo carbonilo a lo largo del esqueleto del polipéptido
(Amida 1), 1549 cm™ con un hombro a 1270 cm* asociado con las vibraciones de flexion
de NH y el estiramiento CN respectivamente (Amida I1), 1453 cm-* asociada con el anillo
de piridina que estabiliza la triple hélice de la colagena por puentes intracatenarios H*,
1239 cm-! asociado con el estiramiento de CH, 1084 cm™ asociado con hidroxiprolina
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que une los grupos prolilhidroxilo y los grupos carbonilo de la cadena principal, y
finalmente 1041 cm™ asociados con cadenas laterales de prolina que permiten la torsion
de la triple hélice de colagena (Rose et al. 2006) (Figura 13). Hay una diferencia muy
notable entre los andamios analizados, mientras que en los andamios 0.25 M, las bandas
1030, 1,059 y 1,083 cm* estan bien definidas no lo estan en los andamios 0.125 M ni 0.5
M; las posibles causas y e implicaciones en los resultados se discutira posteriormente.
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FIGURA 12

Espectros FT-IR de muestras preparadas con diferentes concentraciones de HCI: azul
(0,125 M), rojo (0,25 M) y amarillo (0,5 M), asi como en negro la colagena hidrolizada
tipo I. Espectros FT-IR representativos n > 3.
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