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INTRODUCCION

1. LalIngenieria de Tejidos.

La Ingenieria de Tejidos, (IT) es un campo interdisciplinario, debido al uso de los
principios y métodos de la Ingenieria, la Biologia y la Bioquimica, orientados a la
comprension de la estructura y funcion de tejidos normales y patolégicos, teniendo
una aplicacién de estrategias terapéuticas bioldgicas, las cuales tienen como
propoésito reemplazar, reparar, mantener y/o mejorar la funcion tisular. Algunos de
los elementos de la IT son: las células madre o troncales (Stem Cells), moléculas

de sefalizacion y los andamios (scaffolds) (Mufioz, 2020) (FIGURA 1).

El objetivo de la IT es el disefio y obtencion de tejidos, que imitan las caracteristicas
de los tejidos naturales actuando como guia para el crecimiento de nuevos tejidos,
permitiendo que las células cercanas continden con el proceso de reparacion o

regeneracion (Peran, 2013).
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FIGURA 1: Triada de Ingenieria de Tejidos. a) Matriz Tridimensional (andamio), b Células mesenquimales MSCat, c)

c)

Moléculas de sefializaciéon. (Imagen modificada de Alvarez JF, Osseous Regeneration through Tissue Engineering an
introduction, 2009) (Alvarez, 2009).



2. Ingenieria de Tejidos 6seos.

La Ingenieria de Tejidos Oseos (ITO) tiene como objetivo disefiar constructos
tridimensionales que actien como una matriz extracelular, osteoconductora y
osteoinductora, que permita rellenar el espacio que dejo el tejido dafiado hasta que
este sea regenerado por completo, teniendo como su principal funcién servir como
guia para el crecimiento de nuevos tejidos a fin de devolverles su forma y funcion;
la ITO han demostrado ser una alternativa eficaz en el trasplante de 6rganos (Melek,
2015) (Shen, 2016)

Cuando se lleva a cabo la regeneracion O0sea debemos tener en cuenta los

siguientes conceptos: (FIGURA 2).

1) La osteogénesis es la sintesis de hueso nuevo a partir de células derivadas
delinjerto o del huésped. Requiere células capaces de generar hueso (Barén,
2016).

2) La osteoinduccion, definida por Raspall y cols (Raspall, 2006), es la
transformacién de las células mesenquimales indiferenciadas de la zona
receptora, en células osteoformadoras, para comenzar con el proceso de

osteogénesis.

3) La osteoconduccion se define como el proceso en el que tiene lugar el
crecimiento tridimensional de capilares, tejido perivascular y células
mesenquimales, desde la zona receptora del huésped hacia el injerto,

permitiendo la formacion de hueso (Whang, 2003)



0000000

(a) osteoinduccion

{c) osteogenésis (d) osteointegracién

FIGURA 2: Esquema de los procesos celulares que tienen lugar cuando se implanta un biomaterial en un organismo (Imagen
modificada de Fernandez Moraleda Belén, Optimizacién de materiales para regeneracién 6sea. Estudio de las interacciones

de hidroxiapatita con proteinas y preparacion de andamios porosos, Universidad Complutense de Madrid, 2013)
(Férnandez,2013).



3. Biomateriales.

Son materiales que pueden estar en contacto con fluidos y tejidos biolégicos y ser
tolerados adecuadamente y al mismo tiempo proveen a los tejidos de la estructura
ideal para dar alojamiento a nuevas células implantadas y residentes, y asi contribuir
a la formacion de tejido nuevo, estos materiales deben ser biocompatibles, es decir,

tener la cualidad de no inducir efectos citotoxicos al organismo (Estrada, 2020)

Su uso como andamios, es la opcion equivalente al uso de los autoinjertos, donde
el tejido es obtenido del mismo individuo y éste actia como donante receptor (Soto,
2004)

4. Andamios.

Los andamios sirven de soporte a las células para que proliferen y se diferencien,
por lo tanto, su disefio y desarrollo debe considerar diferentes factores biol6gicos,
quimicos Yy fisicos. La arquitectura de los andamios requiere de un disefio que les
permita a las células realizar el proceso de regeneracién tisular; para ello, el
andamio ideal debe tener 4 caracteristicas fundamentales: (Tajbakhsh, 2017)
(Shen, 2016)

1) Ser tridimensional y tener estructura altamente porosa con una red
interconectada de poros para el crecimiento celular, el flujo y transporte de

nutrientes, asi como de residuos metabdlicos.
2) Ser biocompatible y bioabsorbible con una tasa de degradacién controlable.

3) Poseer una superficie bioquimica adecuada para la fijacion, la proliferacion y la
diferenciacion celular; y que sus desechos o productos de su degradacién no

dafien al organismo.

4) Tener propiedades mecénicas adecuadas de acuerdo al sitio en donde sera

implantado.
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La principal caracteristica de un andamio es que debe ser biocompatible; es decir,
debe promover la adhesion celular, la vascularizaciéon, el suministro de nutrientes y
oxigeno a las células, y también apoyar la actividad celular normal, incluidos los

sistemas de sefalizacion molecular.

Entre los diferentes tipos de andamios que hay actualmente, los mas empleados
son polimeros naturales o sintéticos debido a que se comportan como un andamiaje
clinicamente util para un tejido u organo diana. Los polimeros naturales mas
utilizados son: la matriz 6sea desmineralizada, agarosa, coldgeno, alginato, entre
otros; y los polimeros sintéticos como poliésteres degradables, tales como: acido
poliglicolico (PGA), acido poli-lactico (PLA) y sus copolimeros, poli (D, L -lactida-
coglicolico (PLGA) y caprolactona (PLC) (Peran, 2013).

Después de la implantacion, el andamio no debe provocar respuestas locales o
sistémicas indeseables como: citotoxicidad (propiedad de ciertas sustancias o
células de dafar a otras células), genotoxicidad (capacidad relativa de un agente de
ocasionar dafio en el material genético, originando efectos biolégicos adversos),
inmunogenicidad (capacidad que tiene un antigeno de activar el sistema inmunitario
e inducir una respuesta inmune), mutagenicidad (alteraciones del material genético
celular), siendo algunos de los efectos indeseables que pueden ocasionar

inflamacion crénica y causar un rechazo de un cuerpo extrafio. (Monroy, 2005)

Asimismo, el ritmo de degradacion debe calcularse de tal manera que proporcione
soporte estructural necesario permitiendo que las células logren colonizar, al mismo
tiempo que se realiza su degradacién gradual, y que sus desechos no sean toxicos

ni alteren a los tejidos.

Los andamios, junto con las células y las moléculas o factores de crecimiento,
forman un constructo con el objetivo de fomentar la osteoconduccion (andamio),
osteogénesis (aporte de las células) y osteoinduccién (sefiales del microambiente y

citoquinas).

11



5. Acido Polilactico (PLA).

El PLA es un poliéster termopléastico biodegradable, no toxico, no cancerigeno para
el cuerpo humano producido a partir de recursos renovables, y que fue aprobado
por la Food and Drugs Administration (FDA) en 1970, para sus mdultiples
aplicaciones biomédicas tales como: dispositivos médicos, suturas reabsorbibles,
materiales de fijacién biodegradable, etc. (Tsou, 2015)

Posee 2 estereoisdbmeros: acido L + lactico y el acido D-lactico, los dos isbmeros
son componentes necesarios para la sintesis del PLA. La diferencia entre estos dos,
es la configuracién L+ que es metabolizada por el tejido humano y se hidroliza en
metabolitos biocompatibles, por ello, es el isémero mas empleado en la fabricacién
de dispositivos médicos. Es un acido organico de origen natural, obtenido del acido
lactico, que se obtiene como producto de la fermentacién del almidén de plantas

como: maiz, cafia de azUlcar, papas, etc.

La degradacion del PLA se produce principalmente por hidrélisis, después de varios
meses de exposicion a la humedad. El PLA puede degradarse desde 10 meses
hasta 4 afos dependiendo de los factores del microambiente que lo rodee
(Granados, 2017)

La técnica de electrohilado o electrospinning permite la creacién de nano-fibras a
través de un flujo de solucion polimérica eléctricamente cargada, imitando asi la

matriz extracelular (Granados, 2017)

De acuerdo a Tajbakhsh, 2017 el PLA debe de cumplir con ciertas caracteristicas

como:

e Ser biocompatible y bioabsorbible.

e Tridimensional y poroso en su estructura para el crecimiento celular

e Superficie quimicamente adecuada para para fijacion celular y diferenciacion.

e Propiedades mecanicas adecuadas que coincidan con las de los tejidos del
sitio de la implantacion.
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6. Reaccion granulomatosa de los tejidos a los implantes o andamios (cuerpo

extrano).

Las propiedades del biomaterial como su rigidez, porosidad, carga y las
caracteristicas de su superficie provocan sefiales microambientales que alteran el
comportamiento celular, en particular el de las células inmunitarias innatas
(Lynch,2022). Por lo ello, la comprension de los mecanismos por los que los
biomateriales pueden modular la respuesta inmune para el estudio de los

biomateriales.

Al verse alterado el microambiente por un agente (el biomaterial) exégeno, organico
o0 inorganico que cruza la primera barrera de defensa puede provocar una respuesta
inflamatoria, con el fin de prevenir dafio en los tejidos circundantes, para aislar y
eliminar el agente extrafio, la respuesta tisular forma un granuloma a partir de la

respuesta inmune innata (Lopez, 2016) (FIGURA 3).

Cuando ocurre un dafio a los tejidos se produce en cuatro fases superpuestas;
hemostasia, la etapa inflamatoria, la etapa proliferativa y la etapa de remodelacion.).
La desregulacién en cualquier etapa de este proceso puede resultar en una
alteracion de la reparacion y en que no se lleve a cabo de manera exitosa la
regeneracion. Cuando pasan mas de tres meses y una herida se encuentra ain
abierta se dice que son heridas crénicas, y estas son el resultado de la falta de
transicion de la fase altamente inflamatoria a la fase regenerativa de cicatrizacion.
Los biomateriales implantados son, por definicién, cuerpos extrafios por ello, se
debe limitar la respuesta inflamatoria que provocan como: aumento de la
inflamacion, encapsulacion fibrosa, rechazo del implante y respuesta a cuerpo

extrafio, que es cuando el huésped responde de manera aberrante al biomaterial.

13



Cuerpo extrafio (biomaterial)

Injuria {pérdida de continuidad de tejidos)

Adsorcidn de protelnas

Vias de la coagulackin

Sistema del complemento
Sistema fibrinoditico

Sistema de generacidn de cininas
Agregaciin plaguetarnia

Formacién de mabnz provisional

Exudado en tejidos adyacentes
&l biomaterial

Inflamacidn aguda

Mastocitos
Polimorfonucleares

Inflamacidn crdnica

Monaocitos

Linfocitos
Fusidn de macrifagos (células gigantes)

Tejido de granulacion

Prodiferacién y migracidn de fibroblasios

Formacidn de |a cépsula fibrosa

Reaccidn de tipo cuerpo extrafo

FIGURA 3: Esquema de los eventos que constituyen la reaccién de tipo cuerpo extrafio (Modificado de Anderson, 2001).

El proceso de la reaccion a cuerpo extrafio en el caso de biomateriales se compone

de: (FIGURA 4)

1. Adsorcién de proteinas: Debido a la respuesta inflamatoria que se activa
por la lesion de la vasculatura presente en los tejidos conectivos

subcutaneos, la sangre se extravasa hacia los tejidos perivasculares, y se

activan los siguientes procesos: (L6pez, 2016)

a) Las vias de la coagulacion.
b) El sistema del complemento.
c) El sistema fibrinolitico.
14



d) El sistema de generacion de cininas.

e) La agregacion plaguetaria.

2. Formacion de la matriz provisional: A diferencia de la respuesta
inflamatoria crénica (se explica mas adelante), después de la lesion en el
tejido conectivo durante la implantacion, la alteracion de la solucion de
continuidad del lecho tisular y vascular conduce al inmediato desarrollo de
una matriz provisional en el lugar de la implantacion del biomaterial. La cual
consiste en la agregacion de fibrina por activacion de la cascada de
coagulacion y los productos pro-inflamatorios liberados por el sistema de
complemento, iniciando los procesos de reparacion tisular a partir de la
agregacion plaguetaria. Con el objetivo de amplificar la respuesta
inflamatoria, y estabilizar estructural y bioquimicamente el proceso de
cicatrizacion de la herida junto con fibronectina, trombospondina, factores
mitdégenos, factores quimiotacticos y citoquinas pro-inflamatorias (Lopez,
2016) crean una matriz extracelular sintetizada por fibroblastos, abundantes
vasos sanguineos y macrofagos. Al frustrarse la fagocitosis en la etapa de la
inflamacion aguda, luego por parte de los macréfagos en la inflamacion

cronica, los macréfagos dan lugar a células gigantes.

« Respuesta inflamatoria aguda: Su duracion es relativamente corta desde
unos minutos a pocos dias. Comienza en el momento en que el biomaterial
es implantado por el dafio estructural del colageno tipo IV de la matriz
extracelular, se da el sangrado inicial, la formacion del coagulo, el edema
(exudado de liquido y proteinas plasmaticas) y la migracion leucocitaria
(neutrdfilos y monocitos), como parte de un proceso de cicatrizacion en la
proximidad del sitio de la lesién (Lopez, C.,2016). Una vez constituida la
matriz provisional, se da la migracion leucocitaria hacia los tejidos alrededor
del implante o biomaterial lo que es regulado por selectinas, integrinas,
citoquinas y metaloproteasas entre otros. Los neutroéfilos se hacia el sitio del

dafo o donde se coloco el biomaterial para iniciar la fagocitosis, que es el
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proceso en el que el neutrofilo, macrofago o las células dendriticas, endocitan
el antigeno en una vesicula denominada fagosoma, el cual se fusiona con
los lisosomas para constituir la fagolisosoma y destruir al microrganismo por
medio de las enzimas lisosomales. Al final de este proceso las células
mueren por apoptosis. Pero cuando el antigeno resulta es un material extrafio
mas grande que la célula no ocurre la fagocitosis, y este proceso lo han
denominado como: fagocitosis frustrada, entonces, las células segregan
enzimas que pueden generar dafio tisular, lo que establece la inflamacién
cronica (Medin,2016.).

Respuesta inflamatoria crénica: Es de larga duracion (varios dias) y esta
limitada a los tejidos adyacentes al biomaterial implantado. Su desarrollo
histoldgico se caracteriza por la presencia de monocitos, macrofagos, células
plasmaticas, linfocitos y células gigantes en la interface entre los
biomateriales y los tejidos; y se da la proliferacion de fibroblastos,

angiogenésis, y por ultimo, la formacion de un tejido granulomatoso.

Formacion del tejido de granulacion: Se conforma un tejido de
cicatrizacion (precursor de la capsula fibrosa) caracterizado por la
persistencia de la angiogénesis, la presencia de macréfagos y la infiltracion
de fibroblastos (con fenotipo de células de musculo liso o miofibroblastos)
para sintesis de los componentes de la matriz extracelular y regulacion de la

contraccion de la lesion.

Este tejido de cicatrizacidbn marca el comienzo de la resolucion luego de tres
a cinco dias de la respuesta inflamatoria, y la posterior cicatrizacion
dependera de la intensidad y magnitud de la respuesta inflamatoria ante el
implante del biomaterial.

En el caso de biomateriales no reabsorbibles o que no se hayan reabsorbido
exitosamente, la cicatrizacion final no ocurre debido a que la respuesta de
tipo cuerpo extrafio se perpetda, o que ocasiona que en el tejido de

granulacion los macréfagos activados diferencien su fenotipo a células

16



epitelioides que se fusionan entre si para constituir células gigantes de tipo
cuerpo extrafio, las cuales rodean al biomaterial para constituir un granuloma
(Medina,2016).

Conformacién de la capsulafibrosa: Es la tltima respuesta del proceso de
cicatrizacion ante una lesion ocasionada por la implantacion subcutanea de
un biomaterial. Ante la incapacidad local del organismo de fagocitar o
degradar los biomateriales inoculados, estos ultimos son encapsulados para
asi, aislarlos de los diversos factores que generan respuestas inflamatorias
y dar paso a un proceso reparativo de los tejidos epiteliales y conectivos
afectados (Lopez, 2016)

FIGURA 4: Preparacion histolégica en hematoxilina-eosina a 10X de un granuloma de tipo cuerpo extrafio por
inyeccién de Restylane® (4cido hialurénico) en la regién oral. 1. Capsula de tejido conectivo denso irregular; 2.
Areas vacuolares quisticas compatibles con el espacio que ocupaba el material biocompatible; 3. Zonas de infiltrado
de mononucleares. (Modificado de Edwards PC y Fantasia JE, 2004). (Edwards,2007).
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7. Células troncales mesenquimales.

La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, International Society for
Cellular Therapy) ha propuesto tres criterios para la caracterizacién “in vitro” de las

Células Troncales Mesenquimales (MSC), estos son (Rodriguez-Pardo, 2010):

1) Demostrar el aislamiento de células con morfologia fibroblastoide de tipo

adherente “in vitro”.

2) Determinar la expresion de los antigenos: CD105, CD73 y CD90, vy la
ausencia de marcadores hematopoyéticos: CD45, CD34, CD14 o CD11b,
CD79 0 CD19y HLA-DR.

3) Inducir la diferenciacion “in vitro” de las MSC en osteoblastos, adipoblastos y

condroblastos.

Las células troncales tienen la capacidad de inhibir la respuesta inmune,
suprimiendo la proliferacién de linfocitos T, alterando la capacidad de presentacion
antigénica (Miranda Rodriguez A., 2014). Se ha demostrado que las MSC secretan
una gran cantidad de factores de crecimiento, citocinas y quimiocinas, que permiten
Su migracion y expansion, ejercen actividades inmunomoduladoras, modulan la

angiogénesis y la apoptosis (Gebler, 2011)

Las fuentes de obtencién de MSC son tejidos originarios del mesodermo: médula
0sea, hueso trabecular, liquido sinovial, cartilago, tejido graso, asi como 6rganos
provenientes del endodermo (timo, higado) y del ectodermo (piel, foliculo piloso,
duramadre y pulpa dental) (Miron, 2012). Las MSC son células capaces de
autorrenovarse y diferenciarse a linajes como (Linero, 2014): osteogeénico,
condrogénico, adipogénico, etc. Aunque su capacidad de diferenciarse a células de
origen no mesenquimal se ha demostrado diferenciandolas a tejido nervioso
(Abdanipour, 2011) y muscular (Lee,2021). Las células troncales deben presentar,
la capacidad de adhesion y autorreplicacion, asi como la capacidad

inmunomoduladora.
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8. Células troncales mesenquimales de tejido adiposo.

Las células troncales mesenquimales adultas derivadas de tejido adiposo que
denominaremos: MSCat (Adipose tissue-derived stem cells (ADSCs)), se
caracterizan por su habilidad para auto-renovarse y diferenciarse en mdultiples
linajes celulares, pluripotencialidad (capacidad de diferenciacion) y alta tasa de

proliferacion, inmunomoduladoras y plasticidad (Meruane , 2011).

Ademas, el tejido adiposo subcutaneo es un tejido abundante, de facil obtencion y
mediante su extraccién por métodos poco invasivos (como liposucciones) y sus

MSCat son altamente inducibles al linaje osteogénico (Yamachika, 2013).

Las MSCat son células que han demostrado que poseen un alto potencial
osteogénico a nivel ectdpico y ortotdpico. Se ha investigado que las MSCat se
pueden utilizar para su implantacion en andamios para la regeneracién 6sea, ya que

se aislan facilmente en comparacion con otras fuentes celulares (Alvarez, 2009).

Martinez y cols, evaluaron la capacidad y eficacia de las MSCat para diferenciarse
en hueso o cartilago, concluyendo que los resultados encontrados han sido
positivos cuando se utilizan en combinacion con injertos, andamios y factores que

inducen su osteodiferenciacion (Alvarez, 2018)
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9. MSCat diferenciadas a linaje osteogénico (MSCost).
La transformacién de MSCat a la estirpe 6sea (MSCost) es un proceso altamente
programado que consta de varias etapas: la proliferacion, la diferenciacion, la
deposicion de matriz, la mineralizacion y la maduracion de la matriz. El protocolo
general para la diferenciacion hacia el linaje osteogénico in vitro implica el cultivo en
monocapa de MSCat en un medio que contiene: dexametasona, B-glicerol-fosfato y

acido ascorbico, durante un periodo de dos a cuatro semanas.

La dexametasona es un glucocorticoide sintético que estimula la proliferacion de las
MSCs y es esencial para su diferenciacion osteogénica, la concentracién éptima de
esta molécula para la diferenciacién ésea en MSCs se ha establecido es de 10 nM,
lo que corresponde a concentraciones fisioldgicas adecuadas (Walsh, 2001).

El fosfato organico, liberado después de hidrélisis enzimética de la beta glicerol-
fosfato juega un papel importante en la mineralizacién de la matriz. Este fosfato libre
se aplica, generalmente, en concentraciones de 5-10 mM para la diferenciacion
O0sea de MSCs. El acido ascorbico es necesario para la hidroxilacién de la prolina y
la lisina durante la sintesis de Colageno tipo 1 en la matriz extracelular (Yamachika,
2013).

Las MSCat cultivadas en presencia de estos factores expresan genes y proteinas
asociadas con el fenotipo de los osteoblastos, que incluyen la expresion de:
fosfatasa alcalina (ALP), colageno tipo | (Col 1), Osteopontina (Op), Osteonectina
(On), Osteocalcina (Oc), Runx2, Osterix (Osx), Proteina morfogénica 6sea 2 (BMP-
2), BMP-4 y receptores BMP | y Il. Ademas, cuando se cultivan entre 14 y 28 dias
in vitro en medio osteogénico, las MSCat comienzan a producir mineral de fosfato
de calcio dentro de su matriz extracelular, que son mineralizaciones de la matriz,
gue pueden detectarse mediante tincion con rojo de alizarina o von Kossa. Es
importante destacar que las MSCat sometidas a induccion osteogénica son capaces
de adherirse a andamios, migrar, proliferar y diferenciarse cuando se trasplantan a

tejido 6seo in vivo (Hu, 2018).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Este estudio es parte de un esfuerzo mas amplio para promover la regeneracion
0sea con el uso de estrategias de la Ingenieria de tejidos, por ello en todo momento

buscamos que pueda ser traslacional al ser humano.

Esta tesis aporta claridad de conocimientos sobre la biocompatibilidad del PLA,

cuando es puesto en contacto directo con los tejidos y fluidos biolégicos

El constructo que evaluamos esta constituido por PLA y MSCost, que son MSCat
diferenciadas al linaje osteogénico y que tienen el potencial de crear tejido 6seo; ya
gue previamente ha sido demostrado que las MSCs tienen el potencial no solo de
promover la osteogénesis, también la angiogénesis, siendo una estrategia util para
la regeneracion 6sea, por ello debe ser probado, a fin de determinar su potencial

osteogénico de manera segura.

De acuerdo al Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales del 2019
(SIVEPAB), se observa que la prevalencia de gingivitis es mayor al 50% en todos
los grupos de edad, de acuerdo al registro obtenido considerando que la gingivitis
es una enfermedad periodontal persistente en la poblacion mexicana y que si esta
no es atendida progresa a periodontitis causando pérdida dental y a consecuencia
de esta, la pérdida de hueso alveolar; es asi como la periodontitis, se encuentra
entre las principales causas de pérdida de los tejidos 0seos en la cavidad bucal,
aungque no la Unica, pues las lesiones neoplasicas, traumatismos, entre otras
también causan la pérdida de este tejido y es de interés, para los Cirujanos
Dentistas y especialistas del area en encontrar nuevas terapias que nos puedan
ayudar a paliar con este problema, pues en estos pacientes con pérdida 6ésea hay
perdida no solo de la funcién sino también de la estética, lo que disminuye su salud
y su autoestima (FIGURA 5).
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FIGURA 5: Gréfica obtenida de SIVEPAB 2019 (SIVEPAB,2019)
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ANTECEDENTES

Ahuja y cols en 2020 (Ahuja, 2020) tuvieron como objetivo medir la respuesta de
curacién del tejido de curacion cuando se emplea la inclusion de PCL y magnesio
para modificar el PLA, para saberlo realizaron un andlisis de citocinas y un estudio
histopatolégico de células inflamatorias y formacion de colageno. Emplearon 18
ratas que dividieron en grupos: 6 experimentales, un grupo control y un grupo sham
(simulado), a las que les implantaron subcutdneamente debajo de la piel lateral del
dorso del animal secciones de 7 mm de longitud de tubos poliméricos dos para
provocar la respuesta del tejido de curacion e iniciar la biorreabsorcion del polimero,
analizaron la expresion de las citocinas: Las citocinas IL6, TNF alfa e IL-1Beta se
estimaron en el tejido periimplantario, lo que mostr6é una diferencia no significativa
entre los animales no implantados y los que contenian PLA a las 8 semanas, lo que
habla de la naturaleza benigna de PLA como un biomaterial de implante. Ambos
materiales modificados habian aumentado los recuentos de macrofagos y los
niveles de citoquinas, excepto IL6 a las 8 semanas. La vascularizacion solo a las 8
semanas en tejido que contenia PLA PCL fue significativamente mayor que PLA,
gue puede controlarse junto con la hidrofobicidad del material para posibles
esfuerzos hacia la angiogénesis terapéutica, ademas, midieron el grosor de la
capsula en preparaciones tefiidas con hematoxilina y eosina y tricromico de Masson,
y no encontraron diferencias entre los materiales implantados, incluido el PLA.
Concluyendo que el PLA puro y las modificaciones con PCL y Mg no mostraron
indicios de rechazo después de 8 semanas de estudio en este modelo subcutaneo
en rata. Que los biomateriales modificados tienen una respuesta inflamatoria
significativamente mayor en comparacion con los biomateriales de PLA puro a las
8 semanas, y que los biomateriales poliméricos como el PLA pueden inducir
angiogénesis local / in situ y resultar muy utiles para realizar tratamientos basados

en el principio de la angiogénesis terapéutica.

K. T. Shalumon y cols en 2012 (Shalumon, 2012) realizaron un estudio donde se
mezclé poli (acido lactico) (PLA) con quitosano (CS) para fabricar PLA-CS

electrohilado en nanofibras. Confirmaron que el biomaterial con nanofibras PLA-CS
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tienen una mejor degradacion que las fibras de PLA. Los estudios con fibroblastos
dérmicos humanos (HDF) mostraron la orientacion de las células a lo largo de la
direccion de alineacion de fibras. Los resultados indican que las nanofibras
alineadas en el biomaterial de PLA-CS son materiales prometedores para la
Ingenieria de tejidos.

Hao y cols en 2010 (Hao, 2010) probaron la eficacia de las células mesenquimales
derivadas del tejido adiposo (ADSCs) para inducir osteogénesis, para ello, utilizaron
25 conejos a los que les realizaron un defecto 6seo en el radio de 2.5 cm de didmetro
en donde se implantaron diferentes andamios, que dividieron en 3 grupos de
estudio: grupo 1(n=6) PLA con hidroxiapatita (hHA) con rASCs transfectadas con la
proteina morfogénica 6ésea humana 2 (hBMP2). En el grupo 2 (n=6) PLA con nHA'y
RHLC (colageno de tipo humano recombinante) sembrados con rASC no
transfectadas. Y grupo 3 (n=4) PLA/nHA/RHLC. Después de 12 semanas, que durd
el estudio observaron que el defecto 6seo reparé mejor en el grupo 1, mientras que
en el grupo 3 no se observd reparacion; por ello, concluyeron que tras la
transfeccion de las rASC con hBMP2, se mejorG la osteogénesis, el hueso fue
reconstruido, la remodelacién Osea fue terminada y el andamio se degradd6

completamente.

Luy cols (Lu, 2014) examinaron la adhesion, crecimiento y diferenciaciéon de ADSCs
en andamios 3D compuestos de PDLLA (espumas porosas de &cido poli-DL-lactico)
y Bioglass, in vitro e in vivo para evaluar sus propiedades potenciales en la ITO.
Utilizaron 12 ratones machos inmunodeficientes (MF-1/nu/un). ADSC humanas
fueron sembradas para cada andamio (n = 4): 0%, 5% y 40% Bioglass en PDLLA
durante 24 h. Se implantaron los andamios en los ratones por medio de un
trasplante intraperitoneal con camaras de difusion. En los experimentos in vivo el
tiempo de estudio fue de 8 semanas. En sus resultados observaron que los
andamios de PDLLA/bioglass con ADSCs presentaron una mayor formacion de
colageno y mayor proliferacion de células osteogénicas, en comparacion con los

andamios sin ADSCs.
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HIPOTESIS

Los constructos de andamios de PLA sembrados con células MSCat diferenciadas
al linaje osteogénico (MSCost), si seran biocompatibles en el tejido subcutaneo en

nuestro modelo in vivo.

OBJETIVOS

General:

> Evaluar la biocompatibilidad de un constructo tridimensional de PLA

sembrado con MSCost.

Especificos:

> Determinar el grado de inflamacién y compatibilidad de los constructos

con los tejidos de nuestro modelo.

> Observar la biodegradabilidad del constructo en los tejidos donde fue

implantado a los 21 y 60 dias.
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METODOLOGIA

Todos los procedimientos para la realizacion de esta tesis fueron avalados por las
comisiones de la FES Iztacala: Comision de ética oficio: CE/FESI/112019/1333 la

Comision de bioseguridad con folio #105.

Para este estudio experimental in vivo se emplearon 40 ratas de ambos sexos de la
cepa Wistar de un peso de entre 200+/-50g. Durante la realizacion del estudio los
especimenes tuvieron acceso a agua y comida ad libitum durante todos los
procedimientos y con ciclos 12:12 de luz/obscuridad. Su cuidado se realiz6 en el
Bioterio CICUAE de la FES Cuautitlan en donde tuvieron un estricto trato y cuidado
de acuerdo a la “NORMA Oficial Mexicana NOM-062- ZO0O-1999”. Los animales
empleados fueron anestesiados con Pentobarbital sédico (43 mg/kg) y Xilazina (7
mg/kg) de acuerdo a la NOM-062- ZO0O-1999 en el punto 8 en lo referente a
analgesia y anestesia. La eutanasia se realizo por sobre exposicion de CO? a fin de
evitar el dolor innecesario de acuerdo a la NOM-062- ZO0O-1999 en el punto 9. Los
cadaveres, asi como todos los desechos creados se manejaron cuidadosamente de
acuerdo a la norma NOM-087-ECOL-SSA1-2002 y de acuerdo a las guias técnicas

de la comisién de Bioseguridad de la FESI.
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Diseiio del estudio.

Se emplearon 20 ratas Wistar macho 200+/- 50 gr de peso y 20 ratas Wistar hembra
200+/- 50 gr de peso divididas en los siguientes grupos de estudio (n=40)(TABLA 1).

TIEMPO DE ESTUDIO

21 dias 60 dias
(n=20) (n=20)
GRUPOS
GENERO
HEMBRAS MACHOS HEMBRAS MACHOS
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
PLA IMPLANTE SUBDERMICO EN LA PARTE INFERIOR DERECHA
PLA + MSCat IMPLANTE SUBDERMICO EN LA PARTE SUPERIOR IZQUIERDA
PLA + MSCost IMPLANTE SUBDERMICO EN LA PARTE SUPERIOR DERECHA
GELFOAM IMPLANTE SUBDERMICO EN LA PARTE INFERIOR IZQUIERDA

TABLA 1: Disefio de estudio, distribucion de grupos, género y tiempo.
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Extraccion de tejido adiposo subcutaneo.

Para la extraccion de tejido adiposo subcuténeo, los especimenes fueron pesados
con una béascula digital y anestesiados via intraperitoneal con: Sedalphorte®
(Pentobarbital sodico, 43 mg/kg) y relajante muscular de PROCIN® (Xilazina,
7mg/kg).

El &rea quirtrgica fue rasurada y se realiz6 antisepsia con solucion Antibenzil®,
posteriormente con un mango de bisturi nimero 3 y una hoja de bisturi nimero 15
se realiz6 una incisién cutdnea en la zona abdominal del espécimen en una sola
intencién de 2.5 cm de longitud aproximadamente, con el fin de exponer el tejido
adiposo subcutaneo abdominal e inguinal, con las pinzas mosco se realiz6 la
diseccién roma extrayendo la mayor cantidad posible de tejido adiposo, sin dafiar
otras estructuras. Al separar y obtener la muestra se peso, y en promedio se obtuvo

en todos los casos aproximadamente 3 gr. (FIGURA 6).

FIGURA 6: Extraccion de Tejido Adiposo. a) Diseccion de tejido con pinzas mosco, b) Obtencion de Tejido

Adiposo.
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El tejido adiposo obtenido se coloco en un tubo con solucion HBSS 1x Biowest®
adicionado con antibidtico/antimicotico al 2% Biowest® para su transporte e

inmediato procesamiento.

La herida se suturé con seda 3-0 estéril utilizando la técnica de puntos simples y se
limpid la herida con antiséptico (Antibenzil®) Para evitar algun tipo de infeccion
postoperatoria los especimenes fueron medicados con antibiotico ENROXIL 5%
(Enrofloxacina, 5 mg/ kg de peso) y para minimizar el dolor postoperatorio y de
acuerdo al reglamento interno para el cuidado y uso de los animales de
experimentacion en Investigacion y docencia en la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan, los especimenes fueron tratados con analgésico TRAMADOL JET®

(Tramadol 5mg/kg de peso) después de la cirugia y cada 24 horas durante 3 dias.
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Obtencion de Células Troncales Mesenquimales de Tejido Adiposo
(MSCat).

En el cuarto de cultivos de GICTIT dentro del Laboratorio de Investigacion en
Odontologia Almaraz, se realizé la extraccion de las MSCat en condiciones estériles

en una campana de seguridad biolégica clase Il, tipo 2.

Se realizaron 3 lavados del tejido en tubos con 4ml de soluciéon (HBSS1x
BIOWEST®, USA) adicionado con 1% de antibiético/antimicético (BIOWEST®,
USA), para eliminar cualquier tipo de contaminante de la muestra. Cada lavado tuvo
una duracion de 5 minutos al finalizar las muestras se colocaron en cajas Petri de
cristal, donde se realizé la disgregacion de tejidos de forma mecanica con hojas de
bisturi nimero 11, confrontando los filos hasta obtener fragmentos de 1 a 2 mm de
didmetro aproximadamente, esto con la finalidad de facilitar la digestion enzimatica,
posteriormente se agregaron 3ml de Colagenasa tipo | al 0.01% (GIBCO®, USA) a

37° C. durante 45 minutos, con agitacibn manual cada 5 minutos.

Transcurrido ese tiempo la reaccion enzimatica se inactivd con 6 ml de D/MEM
suplementado (BIOWEST®, USA), para inactivar la accion de la colagenasa, se filtrd
la muestra con un filtro de poro 100 um dentro de un tubo de 15 ml para separar la
matriz que no fue digerida, y la solucién obtenida se centrifugd a 1040 um a
temperatura ambiente durante 10 min. Al terminar la primera centrifugacién, se
elimind el sobrenadante lipidico con una pipeta, se tiré el resto del liquido por
decantacion para quedarse con el boton celular, se agregd 1 ml de medio de cultivo,
las células se resuspendieron y se volvieron a centrifugar. Se aplic6 el mismo
procedimiento dos veces mas hasta lograr que el boton celular quedara lo mas

limpio posible.

El botdn celular obtenido fue resuspendido en D/MEM suplementado (BIOWEST®,
USA) y se sembraron en un frasco de cultivo de 25 cm?, Dicho frasco se mantuvo
en laincubadora a 37° C con 5 % de CO? con humedad relativa. Después de 48 hrs.

se observé la presencia de células adheridas.
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Las células no adherentes se retiraron mediante lavados celulares con HBSS®
BIOWEST 1% y se cambié de medio cada 48 y 72 hrs, hasta llegar al 80% de

confluencia, posteriormente se realizaron los subcultivos (FIGURA 7).

FIGURA 7. Obtencién de Células MSCat, a) Disgregacion de tejido forma mecanica, b) Filtracion de tejido, c)

Centrifugacion, d) Obtencién de pellet células MSCat.
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Subcultivos de MSCat.

Al llegar a la confluencia (80% de células en la superficie del frasco de cultivo), se
realizaron 2 lavados con solucion HBSS 1x, se retir6 la solucion y se agreg6 1 ml
de Tripsina (Trypsina/EDTA 0.1% BIOWEST, USA), durante 3 a 5 minutos en la
incubadora a 37° C con 5% CO? se verificd en el microscopio invertido que las
células se encontraban suspendidas en el medio, y se inactivo la accidn enzimatica
con D/MEM suplementado con FBS 10%, agregando 2ml. Se centrifugd la
suspensién a 1040 rpm durante 10 minutos, se eliminé el sobrenadante, y se agregé

1ml de D/MEM al botdn celular para su resuspension, cuantificacion y sembrado.

Cuantificacion celular con camara Neubauer.

Al obtener el botén celular resuspendido en medio de cultivo nuevo, se tomaron 50
Ml de medio (bajo la férmula de dilucién), se colocaron en un tubo eppendorf de 1
ml, y se le adicionaron 50 pl de azul de Tripano, el cual sirve para contrastar las
células viables. Se homogeneizé la mezcla, y se tomaron 10 ul de la solucion, la
cual se coloco en la camara de Neubauer, y se realiz6 el conteo de los 4 cuadrantes

en el microscopio optico. Formula para la dilucion de concentraciones:

C1*v1=C2*V2: Es la formula para diluciones donde C1 es la concentracion de la
solucion que hara un soluto V1 el volumen inicial V2 el volumen a preparar y C2 la

concentracion de la solucién final (FIGURA 8).
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FIGURA 8. Cuantificaciéon de células en camara de Neubauer, a) Mo l g ¢
Colocacion de células MSCat suspendidas en azul de tripano para o i ;

su conteo, b) Fotografia microscopio 5x Biowest.
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Diferenciacion celular al Linaje Osteogénico.

Para la diferenciacion celular de los grupos de estudio a los que se les aplicé una
terapia con células troncales mesenquimales de tejido adiposo (MSCat)
diferenciadas al linaje osteogénico (MSCost), se realizaron subcultivos de las
células troncales de tejido adiposo, hasta llegar al tercero, el cual es el subcultivo
con mayor proliferacion celular. Se realizaron dos lavados de HBSS, y se les agregé
medio osteogénico, que contenia D/MEM suplementado con FBS al 10%,
antibidtico/antimicético al 2%, Dexametasona 0.1 mM, beta-glicerol-fosfato 10 mM
y ascorbato-2-fosfato 10 mM. A partir de los 14 dias de haber realizado el cambio
de medio de cultivo celular, en el microscopio invertido se empezaron a observar
cambios en la morfologia celular, lo que evidencié la diferenciacién celular al linaje
osteogénico, evidencia previa con tinciones realizada por Yudho y cols (Yudho,
2007) (FIGURA 9).

FIGURA 9. a) Células MSCat en el tercer subcultivo, b) Células MSCost (diferenciacion durante 15 dias), tomando una
morfologia romboidal, Fotografia tomada con microscopio invertido ZEISS a 20X
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Obtencion del Andamio de PLA.

Los andamios de PLA al 10% (membranas preparadas con 10 gr de PLA, 75 ml de
cloroformo y 25 ml de etanol mediante técnica de electrohilado), de forma laminar
con un grosor de 0.7 a 1 mm, fueron donados por el Dr. Marco Antonio Alvarez
Pérez, director del laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la Facultad de
Odontologia, UNAM.

Preparacion de los constructos.

El PLA se proceso para poder realizar su implantacion subdérmica en los grupos de
estudios correspondientes. Fue cortado de forma circular con 8 mm de diametro; los
andamios obtenidos se esterilizaron bajo rayos UV durante 30 min.

FIGURA 10. Esterilizacién de PLA en camara de rayos ultravioleta.

Se colocaron en placas multipocillos de 24 y de acuerdo al grupo de estudio, se les
agrego D/MEM suplementado para los grupos de estudio PLA + MSCat, y se
incubaron a 37° C con 5 % CO? por 7 dias para que el material absorbiera el medio
necesario para que las células posteriormente, pudieran penetrar en los andamios
(FIGURA 10). Para el grupo de estudio PLA sin células, se agrego al andamio D/MEM
suplementado, y se incubaron a 37° C con 5% CO?2 por 7 dias antes de su
implantacion; para el grupo de PLA + MSCat se agregaron 180, 500 células por
constructo PLA + MSCost, se les agrego Medio Osteogénico, y se incubaron a 37°
C con 5% COz2 por 14 dias antes de la cirugia de implantacién subdérmica.
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Sembrado celular en los andamios de PLA (Constructos).

Después de haber procesado los andamios de PLA y haberles adicionado D/MEM
0 medio osteogénico de acuerdo al grupo que correspondia en nuestro estudio,
durante 7 dias, se procedi6 al sembrado con MSCat y MSCost en dichos andamios,

y asi obtener los constructos necesarios para su implantacién subdérmica.

Cuando se obtuvo el tercer subcultivo celular, se realizé un lavado con HBSS 1x, se
agreg6 1 ml de Tripsina al 1x durante 3 a 5 min. Para lograr la suspension de las
células, se inactivé la accién enzimética con D/MEM suplementado, se centrifugd
dicha suspensién y se obtuvo el botdn celular, el cual fue sometido a conteo a través
de la Camara de Neubauer. Al terminar el conteo celular, a cada andamio de PLA
se implantaron 180, 500 células y se incubaron a 37°C con 5% CO2 por 7 dias antes
de su implantacion subdérmica (FIGURA 11).

FIGURA 11. Preparacion de PLA, previo a la cirugia, donde se observan las 3 capas<
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Disefio quirurgico de implantacion subdérmica.

Antes del procedimiento quirdrgico se unieron las 3 capas de PLA sembrado y se
cortaron en 3 partes, cada tricapa se unié con sutura seda 3/0 en la parte extrema

y se colocaron en un multipocillos para su posterior implantacion (FIGURA 12.)

OMEOPLATOS

SUPERIOR

“ “ LA+MSCost

[ZQUIERDA DERECHA

GELFOAM PLA

INFERIOR

FIGURA 12. Disefio quirtrgico de implantacién subdérmica.
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Implantacion subdérmica.

Los especimenes fueron pesados con una bascula digital, anestesiados via
intraperitoneal con Sedalphorte y relajante muscular PROCIN. Se rasuro la region
dorsal, se desinfecto la zona con solucion ANTIBENZIL y se cubrié la zona con un
campo estéril hendido. El acceso quirdrgico fue en la epidermis tomando como
referencia anatomica un punto medio a caudal 2.5 cm entre los oméplatos para

realizar la incision.

Siguiendo los principios de la cirugia, se realiz6 la incisibn de la dermis

aproximadamente 2 o 3 centimetros de longitud; de una sola intencién (FIGURA 13).

Se utilizaron pinzas mosco para realizar la diseccién roma y, posteriormente, se
implantaron los constructos PLA (derecho inferior), PLA + MSCat (izquierdo
superior), PLA + MSCost (derecho superior), Gelfoam (izquierdo inferior).
Finalmente, se suturd con la técnica de puntos simples y los especimenes fueron
medicados con antibiotico ENROXIL 5% y TRAMADOL (5 mg/kg de peso) (FIGURA
14).

Se monitorearon los especimenes hasta terminar el tiempo de estudio (21 y 60
dias), posteriormente, se sacrificaron por sobre exposicién de CO?2 en una camara

de gas, dentro de la Unidad de Aislamiento y Bioterio de la Fes Cuautitlan C-4.

FIGURA 13. Incision en la zona dorsal del espécimen.
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PLA + MSCost IMPLANTE SUBDERMICO EN LA PARTE SUPERIOR DERECHA

PLA + MSCat IMPLANTE SUBDERMICO EN LA PARTE SUPERIOR IZQUIERDA

PLA IMPLANTE SUBDERMICO EN LA PARTE INFERIOR DERECHA

GELFOAM IMPLANTE SUBDERMICO EN LA PARTE INFERIOR IZQUIERDA

FIGURA 14. Implantacién subdérmica de cada grupo de estudio.
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Procesamiento de la muestra control de inflamacion.

Durante el estudio de 21 y 60 dias se realizé un registro fotografico macroscopico
con una camara digital Huawei P30 lite con zoom al 4.0 X, sin filtros y se tomaron 3
fotografias a cada espécimen, registrando a partir de un periodo de tiempo de 1, 3,
5, 7 dias en el estudio de 21 dias y 7, 10,15, 20 dias en el
estudio de 60 dias (Ver Anexos 3 y 4 Tabla de registro
inflamatorio. Se estudio el grado inflamatorio con la
siguiente escala: Nulo (0), Leve (+), Moderado (++), Severo
(+++). (FIGURA 15))

Para evaluar el grado de inflamacién revisamos los signos
cardinales: Calor, edema, rubor, tumefaccion y pérdida de
la funcién de la siguiente manera:

Inflamacién severa: presencia de calor o elevaciéon de
la temperatura corporal. Rubor: el grado mayor de
enrojecimiento en el &rea de la herida con los bordes
de la misma en una gama del rojo al magenta.

Inflamacion moderada: presencia de calor, pero solo
en el area de la herida. Rubor: presencia de
enrojecimiento leve en el area de la herida y
presencia de tumefaccién que aumentara el volumen
del tejido y que a la digito presion el tejido se
presentaba sésil.

Inflamacion leve: presencia de tumefaccion ligera
gue aumentara levemente el volumen sin ser sésil.

Inflamacion Nula: No present6 inflamacion: en todos
aguellos especimenes en los cuales la herida se
encontrara intacta, sin aumento de volumen ni
enrojecimiento y que mantenia sus funciones
normales.

FIGURA 15. Control inflamatorio.

GRADO INFLAMATORIO

NULO (0)

LEVE (+)

MODERADO (++)
M

SRR
DL R

SEVERO (+++)
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Procesamiento de la muestra para Histologia.

Al obtener las muestras de piel de los especimenes, se fijaron con paraformaldehido

al 4% y un buffer de PBS. Los procedimientos realizados para el procesamiento de

muestras fueron realizados de acuerdo al manual de Procedimientos Basicos del

Laboratorio de Apoyo y Diagnéstico, realizado por el Dr. German Isauro Garrido

Farina.

Posteriormente, las muestras se deshidrataron siguiendo el protocolo de inclusion

de rutina (TABLA 2).

REACTIVO TIEMPO DE IRRADIACION TIEMPO DE REPOSO TIEMPO TOTAL X
(MICROONDAS) CONCENTRACION DE

ALCOHOL
Alcohol 70% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 70% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 80 % 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 80 % 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 92% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 92% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
Alcohol 98% 2 minutos 13 minutos 15 minutos
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Alcohol 98% 2 minutos 13 minutos 15 minutos

Alcohol 100% 2 minutos 13 minutos 15 minutos

Alcohol 100% 2 minutos 13 minutos 15 minutos

TABLA 2. Proceso de deshidratacién de muestras para su inclusion.

Como reactivo de enlace se utilizé Xileno- cloroformo (1:1) realizando dos cambios
en24 horas, a temperatura ambiente. Las muestras deshidratadas se incluyeron en
parafina I, durante 2 horas, y posteriormente, se incluyeron finalmente en parafina

Il durante 2 horas, a una temperatura de 48°C.

Se realizaron cortes seriados de la muestra incluida de 4 (micras) de espesor y
puestos para su expansion de un bafio de agua, los cuales fueron montados con

portaobjetos cubiertos de Albumina.
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Tincion de Hematoxilinay Eosina H&E.

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

morfolégicas mediante un microscopio 6ptico Zeiss ( AxioLab.Al marca Carl Zeiss).
(TABLA 3).

REACTIVO TIEMPO
Xilol 15 minutos
Xilol 15 minutos
Alcohol absoluto 5 minutos
Alcohol absoluto 5 minutos
Alcohol 96% 5 minutos
Alcohol 96% 5 minutos
Alcohol 80% 5 minutos
Alcohol 70% 5 minutos
Agua destilada Rapido
Hematoxilina 15 minutos
Agua destilada Rapido
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Alcohol acido Réapido
Agua corriente Réapido
Carbonato de Litio 1% 1 minuto
Agua destilada Réapido
Eosina Acuosa 15 minutos
Lavado con agua corriente Réapido
Alcohol 96% 5 minutos
Alcohol Absoluto 5 minutos
Alcohol Absoluto 5 minutos
Xilol 5 minutos
Xilol (montaje) 5 minutos

TABLA 3. Proceso de tincién con Hematoxilina y Eosina (H&E) de las muestras de piel

Se utiliz6 resina sintética para hacer permanente la muestra y poder observar en el

microscopio.
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Tincion de Tricrdmico de Masson.

Principio: La coloracion nuclear por hematoxilina directa progresiva y las
coloraciones de las estructuras, con coloracion de acidofila decreciente.

Fijacion: Pueden emplearse todos los fijadores habituales, y evitando los que
contengan tetroxido de osmio.

Procedimiento

Desparafinar e hidratar

Solucion Bouin, 1 hora a 562 C, si se fij6 en formol

Lavar con agua corriente, hasta quitar el colorante

Lavar en agua destilada

Tefir con hematoxilina de Weigert, 10 minutos

Lavar en agua destilada

Sumergir en sol. Escarlata de Biebrich, 5 min.

Lavar agua destilada

Sumergir en sol. acido fosfotungstico o fosfomolibdico, de 10 a 15 min

Teiiir con sol. azul de anilina al 1 %, de 10 a 15 min.

Tenir con verde luz al 1 %, 5 min.

Lavar en agua destilada

Sumergir en sol. de &cido acético al 1 %, de 3 a 5 min.

Deshidratar. Aclarar. Cubrir.

TABLA 4. Proceso de tincién con Tricromico de Masson de las muestras de piel.

Resultados:
Nucleos: negros.
Citoplasma, queratina, musculo estriado: rojo.

Colagena y moco: azul a verde.
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RESULTADOS

1. Control inflamacion 21 y 60 dias.

INFLAMACION 1 DIA INFLAMACION 1 DIA: (FIGURA 16)

El grupo Gelfoam tuvo un porcentaje
del 70% de inflamacion leve y el
30% de inflamacion nula.

El grupo PLA tuvo un porcentaje del
79% de inflamacion leve y el 16% de
inflamacion nula y con el 5% de
inflamacion moderada.

GELFOAM

El grupo PLA + MSCAT tuvo un
porcentaje del 60% de inflamacién
leve y el 40% de inflamacion nula.

El grupo PLA + MSCOST tuvo un
porcentaje del 65% de inflamacién
leve, 25% de inflamacién nula y con
el 10% de inflamacion moderada.

En general, en los cuatro grupos, se
observé un porcentaje mayor en el
grado inflamatorio leve, en segundo
lugar, el grado inflamatorio nulo y, en
tercer lugar, el grado inflamatorio
moderado del en ninguno de los 4
grupos de estudio (GELFOAM, PLA,
PLA +MSCAT, PLA + MSCOST)
obtuvo un grado inflamatorio severo.
Lo que nos indic6 que los
especimenes no tuvieron una
reaccion inflamatoria severa ante el
constructo como cuerpo extrafo,
esto de acuerdo a la evaluacion
clinica.
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PLA + MSCOST

MODERADO SEVERO

FIGURA 16. Grado Inflamatorio 1 dia
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INFLAMACION 3 DIAS
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INFLAMACION 3 DIAS: (FIGURA 17)

El grupo Gelfoam tuvo un porcentaje
del 40% de inflamacion leve, el 5% de
inflamacion moderada y el 55%
inflamacion nula.

El grupo PLA tuvo un porcentaje del
50% de inflamacién leve y el 50% de
inflamacion nula.

El grupo PLA + MSCAT tuvo un
porcentaje del 45% de inflamacion leve
y el 55% de inflamacién nula.

El grupo PLA + MSCOST tuvo un
porcentaje del 43% de inflamacion
leve, 55% de inflamacion nula

En general, en los cuatro grupos, se
observdé un porcentaje mayor en el
grado inflamatorio nulo del 53.75%, en
segundo lugar, el grado inflamatorio
leve del 45%, en tercer lugar, el grado
inflamatorio moderado del 1.25% vy
ninguno de los 4 grupos de estudio
(GELFOAM, PLA, PLA +MSCAT, PLA
+ MSCOST) se obtuvo un grado
inflamatorio severo. Lo que indica que
los especimenes no tuvieron una
reaccion severa ante un cuerpo
extrafio de acuerdo a la evaluacion
clinica.

FIGURA 17. Grado Inflamatorio 3 dias.
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INFLAMACION 5 DIAS
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INFLAMACION 5 DIAS: (FIGURA 18)

El grupo Gelfoam tuvo un porcentaje
del 40% de inflamacién leve, el 60%
de inflamacién nula.

El grupo PLA tuvo un porcentaje del
70% de inflamacion leve y el 30% de
inflamacion nula.

El grupo PLA + MSCAT tuvo un
porcentaje del 45% de inflamacion
leve y el 55% de inflamacién nula.

El grupo PLA + MSCOST tuvo un
porcentaje del 20% de inflamacion
leve, 80% de inflamacion nula

Se observo un porcentaje mayor en el
grado inflamatorio nulo del 56.25%, en
segundo lugar, el grado inflamatorio
leve del 43.75%, ninguno de los 4
grupos de estudio (GELFOAM, PLA,
PLA +MSCAT, PLA + MSCOST) se
obtuvo un grado inflamatorio
moderado o severo. Lo que indica que
los especimenes no tuvieron una
reacciobn severa ante un cuerpo
extrafio de acuerdo a la evaluacion
clinica.

FIGURA 18. Grado Inflamatorio 5 dias.
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INFLAMACION 7 DIAS
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INFLAMACION 7 DIAS: (FIGURA 19)

El grupo Gelfoam tuvo un porcentaje 100%
de inflamacion nula.

El grupo PLA tuvo un porcentaje del 21% de
inflamacion leve y el 79% de inflamacion
nula.

El grupo PLA + MSCAT tuvo un porcentaje
del 30% de inflamacién leve y el 70% de
inflamacion nula.

El grupo PLA + MSCOST tuvo un porcentaje
del 5% de inflamacion leve, 95% de
inflamacién nula

Se observo un porcentaje mayor en el grado
inflamatorio nulo del mas del 70%, de los
grupos de estudio en segundo lugar el grado
inflamatorio leve del 14%, ninguno de los 4
grupos de estudio (GELFOAM, PLA, PLA
+MSCAT, PLA + MSCOST) se obtuvo un
grado inflamatorio moderado o severo. Lo
gue indica que los especimenes no tuvieron
una reaccion severa ante un cuerpo extrafio
de acuerdo a la evaluacion clinica. Se
colocaron las fotografias mas
representativas de cada grupo de estudio.

FIGURA 19. Grado Inflamatorio 7 dias.
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INFLAMACION 10 DIAS
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INFLAMACION 10 DIAS:(FIGURA 20)

El grupo Gelfoam tuvo un porcentaje 5%
de inflamacion moderada,26% de
inflamacion leve y 69% de inflamacion
nula.

El grupo PLA tuvo un porcentaje del 33%
de inflamacion leve y el 67% de
inflamacion nula.

El grupo PLA + MSCAT tuvo un
porcentaje del 16% de inflamacion leve y
el 84% de inflamacion nula.

El grupo PLA + MSCOST tuvo un
porcentaje del 5% de inflamacion
moderada, 47% de inflamacion leve y
48% de inflamacion nula

Se observlé un porcentaje mayor en el
grado inflamatorio nulo del mas del 67%,
en segundo lugar, el grado inflamatorio
leve del 30%, en tercer lugar, el grado
inflamatorio moderado del 2.5%, ninguno
de los 4 grupos de estudio (GELFOAM,
PLA, PLA +MSCAT, PLA + MSCOST) se
obtuvo un grado inflamatorio severo. Lo
gue indica que no hubo una reaccion
severa ante un cuerpo extrafio de
acuerdo a la evaluacion clinica, también
podemos observar el crecimiento de pelo
en la zona del implante quirdrgico.

FIGURA 20. Grado Inflamatorio 10 dias.
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INFLAMACION 15 DIAS
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INFLAMACION 15 DIAS: (FIGURA 21)

El grupo Gelfoam tuvo un porcentaje 32%
de inflamacion leve y 68% de inflamacion
nula.

El grupo PLA tuvo un porcentaje del 53%
de inflamacion leve y el 47% de
inflamacion nula.

El grupo PLA + MSCAT tuvo un
porcentaje del 100% de inflamacién nula.

El grupo PLA + MSCOST tuvo un
porcentaje del 16% de inflamacién leve y
84% de inflamacién nula

Se observd un porcentaje mayor en el
grado inflamatorio nulo del mas del
57.75% de los grupos de estudio en
segundo lugar el grado inflamatorio leve
del 42.25%, ninguno de los 4 grupos de
estudio (GELFOAM, PLA, PLA +MSCAT,
PLA + MSCOST) se obtuvo un grado
inflamatorio moderado o severo. Lo que
indica que los especimenes no tuvieron
una reaccion severa ante un cuerpo
extrafio de acuerdo a la evaluacion clinica
también podemos observar el crecimiento
de pelo en la zona del implante quirargico.

FIGURA 21. Grado Inflamatorio 15 dias.
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INFLAMACION 20 DIAS
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FIGURA 22. Grado Inflamatorio 20 dias.

SEVERO

INFLAMACION 20 DIAS: (FIGURA
22)

El grupo Gelfoam tuvo un porcentaje
5% de inflamacion leve y 95% de
inflamacion nula.

El grupo PLA tuvo un porcentaje del
26% de inflamacion leve y el 74% de
inflamacion nula.

El grupo PLA + MSCAT tuvo un
porcentaje del 100% de inflamacién
nula.

El grupo PLA + MSCOST tuvo un
porcentaje del 26% de inflamacion
leve y 74% de inflamacion nula

Se observo un porcentaje mayor en el
grado inflamatorio nulo del mas del
85.75% de los grupos de estudio en
segundo lugar el grado inflamatorio
leve del 53.25%, ninguno de los 4
grupos de estudio (GELFOAM, PLA,
PLA +MSCAT, PLA + MSCOST) se
obtuvo un grado inflamatorio
moderado o severo. Lo que indica que
los especimenes no tuvieron una
reaccion severa ante un cuerpo
extrafio de acuerdo a la evaluacion
clinica también podemos observar
crecimiento de pelo en la zona del
implante quirdrgico.
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2. Sacrificios 21y 60 dias.

Una vez transcurrido los tiempos de estudio se sacrificd a los especimenes
por sobre exposicion de CO2 en una camara de gas, dentro de la Unidad de
Aislamiento y Bioterio de la FES Cuautitlan C-4. Se obtuvieron las muestras
de los grupos de estudio para su procesamiento histologico. (FIGURA 23y 24)

SACRIFICIOS 21 DIAS
GELFOAM

Se observa claramente como se
encuentra el biomaterial dentro
del tejido conectivoy la
vascularizacion.

PLA

Se observa que los bordes del
biomaterial no estan integrados
por completo al tejido conectivo.

' PLA + MSCAT

Se observa claramente como se
encuentra el biomaterial dentro
del tejido conectivoy la
vascularizacion.

PLA + MSCOST

Se observan las capas del
biomaterial, ligera
vascularizaciony la integracion al
tejido conectivo.

FIGURA 23. Sacrificios a los 21 dias, grupos de estudio: Gelfoam, Pla, PLA+MSCat, PLA+MSCost.
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SACRIFICIOS 60 DIiAS
GELFOAM

No se observa el biomaterialya
que se reabsorbio.

PLA

Se observa la integracion del
biomaterial al tejido conectivo,
ligera vascularizaciony adherido
a lapiel.

PLA + MSCAT

Se observa vascularizaciony
ligera integracion de los bordes
del biomaterial.

PLA + MSCOST

Se observa vascularizaciony
ligera integracion de los bordes
del biomaterial.

FIGURA 24. Sacrificios a los 60 dias, grupos de estudio: Gelfoam, Pla, PLA+MSCat, PLA+MSCost.
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3. Resultados Histoldgicos H & E.

Una vez procesadas las muestras histolégicas con la tincién de H&E, se obtuvieron
los cortes histolégicos que se analizaron a los 21 y 60 dias de acuerdo al tiempo de
estudio (FIGURA 25).

I Epidermis

Dermis

— Hipodermis

Musculo

.‘ ‘”‘. \‘ ,- o : S -‘\
' Ppav % Foliculo piloso

= « Tejido adiposo

T

FIGURA 25. Muestra de piel tefiida con H & E, tomada al 10X con microscopio invertido (ZEISS), Descripcion de las capas
de la piel y las areas a evaluar.
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GELFOAM 21D

FIGURA 26. Muestra de piel tefiida con H & E, tomada al 10X, estructuras del corte Histolégico

EP (Epidermis), DE (Dermis), EC (Estrato Cérneo), VS (Vaso Sanguineo), M (Misculo), TC (Tejido Conectivo), G
(Gelfoam).

En el area externa se observa la epidermis intacta y en la periferia el estrato cérneo
intacto. En el area interna se observa la dermis donde se observan los foliculos
pilosos y la hipodermis, donde se observa tejido muscular. Debajo del tejido
conectivo se observa el area del biomaterial (Gelfoam), sin reaccién inflamatoria o
granulomatosa (FIGURA 26).
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GELFOAM 60D

FIGURA 27. Muestra de piel tefiida con H & E, tomada al 10X, estructuras del corte Histologico

EP (Epidermis), EC (Estrato Cérneo), FP (Foliculo Piloso), DE (Dermis), GS (Glandula Sebacea), M (Mdsculo).

En el area externa se observa la epidermis intacta en la periferia se observa el
estrato cOrneo intacto. En el &rea interna se observa la dermis, los foliculos pilosos
y en la hipodermis se observa tejido muscular. El Gelfoam se reabsorbe por
completo sin crear algun proceso de rechazo (FIGURA 27).
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PLA 21D

FIGURA 28. Muestra de piel tefiida con H & E, tomada al 10X, estructuras del corte Histologico

EP (Epidermis), DE (Dermis), EC (Estrato Corneo), M (Misculo), TC (Tejido Conectivo), PLA (Acido Polilactico).

En el area externa se observa la epidermis intacta y en la periferia el estrato cérneo
intacto. En el area interna se observa la dermis donde se observan foliculos pilosos
los cuales se encuentran intactos y la hipodermis, donde se observa el tejido
muscular. Debajo del tejido conectivo se observa el area del biomaterial (PLA), sin
reaccion inflamatoria o granulomatosa, se observan las células en la periferia, no
hay degradacion y se observan las tres capas. (FIGURA 28).
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PLA 60D

FIGURA 29. Muestra de piel tefiida con H & E, tomada al 10X, estructuras del corte Histol6gico

EP (Epidermis), DE (Dermis), EC (Estrato C6rneo), M (Misculo), TC (Tejido Conectivo), PLA (Acido Polilactico).

En el area externa se observa la epidermis intacta en la periferia se observa el
estrato cérneo intacto. En el area interna se observa la dermis y en la hipodermis
se observa el tejido muscular. Debajo del tejido conectivo se observa el area del
biomaterial (PLA), sin reaccion inflamatoria o granulomatosa, no hay degradacion y
no se observan las capas del biomaterial (FIGURA 29).
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PLA + MSCAT 21D

FIGURA 30. Muestra de piel tefiida con H & E, tomada al 10X, estructuras del corte Histol6gico

EP (Epidermis), DE (Dermis), EC (Estrato Corneo), FP (Foliculo Piloso), M (Musculo), TC (Tejido Conectivo), PLA + MSCAT
(Acido Polilactico + MSCat).

En el area externa se observa la epidermis intacta y en la periferia el estrato cérneo
intacto. En el area interna se observa la dermis donde se observan los foliculos
pilosos y la hipodermis, donde se observa el tejido muscular. Debajo del tejido
conectivo se observa el area del biomaterial (PLA + MSCat), sin reaccién
inflamatoria o granulomatosa, no hay degradacion (FIGURA 30).
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PLA + MSCAT 60D

FIGURA 31. Muestra de piel tefiida con H & E, tomada al 10X, estructuras del corte Histologico

EP (Epidermis), EC (Estrato Cérneo), FP (Foliculo Piloso), DE (Dermis), M (Masculo), TC (Tejido Conectivo).

En el area externa se observa la epidermis intacta y en la periferia el estrato cérneo
intacto. En el area interna se observa la dermis y en la hipodermis se observa el
tejido muscular. Debajo del tejido conectivo se observa el area del biomaterial
(PLA+MSCat), sin reaccién inflamatoria o granulomatosa, no hay degradaciéon y no
se observan las capas del biomaterial (FIGURA 31).

60



PLA + MSCOST 21D

FIGURA 32. Muestra de piel tefiida con H & E, tomada al 10X, estructuras del corte Histol6gico

EP (Epidermis), EC (Estrato Cérneo), FP (Foliculo Piloso), DE (Dermis), M (Misculo), TC (Tejido Conectivo), PLA + MSCost
(Acido Polilactico + MSCost).

En el &rea externa se observa la epidermis intacta y en la periferia el estrato cérneo
intacto. En el &rea interna se observa la dermis, los foliculos pilosos intactos y en la
hipodermis se observa el tejido muscular. Debajo del tejido conectivo se observa el
area del biomaterial (PLA + MSCost), sin reaccion inflamatoria o granulomatosa, no
hay degradacion y se observan las capas del biomaterial. (FIGURA 32).
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PLA + MSCOST 60D

FIGURA 33. Muestra de piel tefiida con H & E, tomada al 10X, estructuras del corte Histol6gico

EP (Epidermis), EC (Estrato Cérneo), FP (Foliculo Piloso), DE (Dermis), M (Mlsculo), TC (Tejido Conectivo).

En el &rea externa se observa la epidermis intacta y en la periferia el estrato cérneo
intacto. En el area interna se observa la dermis foliculos pilosos, con glandulas
sudoriparas y glandulas sebaceas y en la hipodermis se observa tejido muscular.
Debajo del tejido conectivo se observa el area del biomaterial (PLA+MSCost), sin
reaccion inflamatoria o granulomatosa, no hay degradacién y no se observan las
capas del biomaterial. (FIGURA 33).
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GELFOAM 21D GELFOAM 60D

PLA 21D PLA 60D

PLA + MSCAT 21D PLA + MSCAT 60D

PLA + MSCOST 21D PLA + MSCOST 60D

FIGURA 34. Muestras de grupos de piel tefiida con H & E, tomada al 10X, estructuras del corte Histologico.
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4. Resultados Histologicos Tricromico de Masson.

Se analizaron las muestras de piel obtenidas. Se comparé la histologia entre los
grupos GELFOAM, PLA, PLA+MSCAT y PLA+MSCOST, los cuales fueron cortados
siguiendo el eje longitudinal del tejido y teflidos con la técnica de Tricrébmico de
Masson, en la que se distinguen las fibras de colagena, cuando estas se tifien
intensamente son fibras de colagena que daran el soporte para la osificacion.
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GELFOAM 21D

GELFOAM 21D
| LI

FIGURA 35. Muestra de piel tefiida con Tricrémico de Masson, a) tomada al 10x, b) Tomada al 40x, estructuras del corte
Histologico. TC (Tejido Conectivo), GELFOAM, C (Colageno).

Se observan las fibras de colagena dispuestas de manera continua, y en distintas
direcciones dentro del tejido nuevo. A mayor aumento se observan paquetes de
colagena dispuestos de manera indefinida en el espacio en donde se realiz6 el
implante del constructo en el tejido conectivo (FIGURA 35).
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GELFOAM 60D

FIGURA 36. Muestra de piel tefiida con Tricromico de Masson, a) tomada al 10x, b) Tomada al 40x, estructuras del corte
Histol6gico: TC (Tejido Conectivo), GELFOAM, C (Colageno), M (Musculo), GS (Glandulas Sebéaceas).

Como se observd en los resultados con H & E, no se observa presencia del
biomaterial, en el tejido solo se observa el tejido muscular definido con los haces

musculares completos (FIGURA 36).
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PLA 21D

FIGURA 37. Muestra de piel tefiida con Tricromico de Masson, a) tomada al 10x, b) Tomada al 40x, estructuras del corte
Histolégico. TC (Tejido Conectivo), PLA, C (Colageno).

Se observan las tres capas del biomaterial, de manera poco nitida y esta poblado
por gran cantidad de células, en su conjunto esté tefiido, de azul lo que indica que
el tejido conectivo a su alrededor esté integrado por haces de colagena.

A gran aumento se observan lagunas del biomaterial rodeado por gran cantidad de
células y solo hay tejido conectivo a su alrededor, se observan haces de colagena
longitudinales, pocos, que se tifien de azul (FIGURA 37).
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PLA 60D

FIGURA 38. Muestra de piel tefiida con Tricromico de Masson, a) tomada al 10x, b) Tomada al 40x, estructuras del corte
Histolégico. TC (Tejido Conectivo), PLA, C (Colageno), M (Musculo)

Se observan claramente las tres capas del biomaterial que no esta del todo
integrado al tejido, alrededor del mismo el tejido conectivo se tifie color azul lo que
indica la formacion de colagena , la capa de este tejido que esta entre el constructo
y el musculo se observa mas gruesa que en el resto de los grupos, a gran aumento
se observan células multinucleadas de gran tamafio que quizds se estan
encargando de la reabsorcion del biomaterial en margenes distantes del biomaterial
se observa el tejido conectivo que estd ampliamente poblado por células
mononucleares (FIGURA 38).

68



PLA + MSCAT 21D

FIGURA 39. Muestra de piel tefiida con Tricromico de Masson, a) tomada al 10x, b) Tomada al 40x, estructuras del corte
Histoldgico. TC (Tejido Conectivo), PLA + MSCAT, C (Colageno), M (Misculo).

Se observan claramente las tres capas del constructo, con tejido conectivo con
colagena entre cada una de las capas, solo en la capa de tejido conectivo que
separa del masculo, a gran aumento es evidente observar estas fibras de tejido
conectivo desorganizado con células visibles. (FIGURA 39).
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PLA + MSCAT 60D

PLA + MSCAT 60D

PLA + MSCAT

FIGURA 40. Muestra de piel tefiida con Tricrémico de Masson, a) tomada al 10x, b) Tomada al 40x, estructuras del corte
Histoldgico. TC (Tejido Conectivo), M (Misculo), C (Colageno), PLA + MSCAT, GS (Glandulas Sebéaceas).

Se observa parte del biomaterial y alrededor grandes espacios de tejido conectivo
que en su mayoria estan constituidos por colagena, en el tejido conectivo alrededor
del biomaterial hay espacios ocupados por tejido adiposo. A gran aumento se
observan las fibras de colageno dispuestas aun de forma poco organizada tefiido
de azul, lo que indica la presencia de colagena. (FIGURA 40).
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PLA + MSCOST 21D

PLA + MSCOST 21D

FIGURA 41. Muestra de piel tefiida con Tricrémico de Masson, a) tomada al 10x, b) Tomada al 40x, estructuras del corte
Histologico. TC (Tejido Conectivo), PLA + MSCOST, C (Colageno).

Se observan las capas del constructo que esté integrado en el tejido, el tejido
conectivo que lo rodea se encuentra parcialmente tefiido de azul que nos indica la
presencia de colagena madura, en este tejido conectivo se observan espacios que
estan ocupados por tejido adiposo; a gran aumento ya se observa la organizacion
de los haces de colagena dispuestos longitudinalmente (FIGURA 41).
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PLA + MSCOST 60D

FIGURA 42. Muestra de piel tefiida con Tricrémico de Masson, a) tomada al 10x, b) Tomada al 40x, estructuras del corte
Histologico. TC (Tejido Conectivo), PLA + MSCOST, C (Colageno).

Se observan las tres capas del constructo elaborado con PLA, que estan integradas
al tejido conectivo, que se ha tefiido de azul, lo que indica presencia de colagena a
gran aumento es posible ver el tejido conectivo organizado, nuevamente con la
presencia de coldgena madura y la formacion de pequefios vasos sanguineos, no
se observa encapsulamiento del biomaterial que tiene a su alrededor algunas
células de gran tamafio y numerosos nucleos. Los haces de colagena se observan
organizados y sus fibras se ven longitudinales al tejido (FIGURA 42).
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GELFOAM 21D

GELFOAM 60D

%ﬂp,."ﬁ ’
PLA 60D

PLA + MSCAT 60D

FIGURA 43. Muestras de grupos de piel tefiida con Tricrémico de Masson, tomada al 10X y 40X estructuras del corte
Histoldgico.
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DISCUSION

El biomaterial que empleamos esta hecho de PLA 10% especificamente; este
biomaterial ya ha demostrado ser compatible con los tejidos en los que se ha
implantado, en los que no se observo dafio, (Gabriela, 2020) (Vladimir, 2017), en el
caso de nuestro estudio histoldgicamente observamos la sobrevivencia y
proliferacion de las células MSCat entre las capas del biomaterial, que se integro
adecuadamente al tejido.

En sus estudios Tajbakhsh y Shen y colaboradores (Tajbakhsh, 2017), (Shen,
2016). contribuyeron con describir las 4 caracteristicas fundamentales que debe
tener un biomaterial para poder contribuir a la regeneracion tisular, en nuestro
estudio se demostré6 que el biomaterial las posee: su estructura tridimensional
permitié la sobrevivencia y proliferacion de las MSCat; se observé compatibilidad
con los tejidos de nuestras ratas vivas y demostré que se reabsorbe, aunque no
completamente a los 60 dias, si hay un porcentaje de mas del 60% que se absorbid,
este grado de reabsorcion es deseable. Demostré poseer propiedades mecéanicas
adecuadas para poder ser usado como relleno y como andamio en el constructo
tisular.

Por su parte, las MSCat son células (Gebler, 2012), que han demostrado ser
altamente regeneradoras por la cantidad de citoquinas que participan en ellas, que
les aportan capacidades inmunomoduladoras, asi como de angiogénesis, y que
esto se observa en las muestras histologicas en las que hay formacion de micro
vasos sanguineos alrededor del biomaterial, tanto como a los 21 dias, como a los
60 dias. Las Células Troncales Mesenquimales de Tejido Adiposo (MSCat),
cumplen con los criterios que postul6 la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(ISCT, International Society Cellular Therapy) (Rodriguez, 2010) para denominarlas
Células Troncales Mesenquimales (CSM).

La union del PLA 10% con células de tipo mesenquimal ya ha sido previamente
estudiado (Alvarez,2009) y quedé demostrado que al igual que otros autores
(Reddy,2021), la unién de nuestras células de tipo mesenquimal, en este caso las
MSCat, son una excelente opcion para ser sembradas diferenciadas o no
diferenciadas dentro del biomaterial PLA 10%, en nuestros hallazgos histol6gicos
observamos que las MSCat no solo sobrevivieron dentro del biomaterial, sino que
ademas proliferaron y contribuyeron a que los tejidos circundantes toleraran la
presencia del constructo.

En nuestro grupo control, se decidiéo emplear Gelfoam, ya que es un material inocuo

gue se sabe que al ser una esponja de gelatina seria bien tolerada por los tejidos,
no causaria dafio y su reabsorcion completa se daria al término entre 4 y 6 semanas.
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Un biomaterial de injerto eficaz en la regeneracién dsea requiere una resistencia
mecanica favorable, resistencia a la degradacion y potencial osteoinductor
(Gy,2022). Podemos decir que nuestro biomaterial adquirié resistencia mecanica al
ser una tricapa, ademas posee resistencia a la degradacion en nuestro resultado se
mantiene hasta los 60 dias, y el potencial osteoinductor, lo pueden otorgar las
células osteodiferenciadas.

Como sabemaos, la inflamacion es una respuesta inicial esencial para la cicatrizacion
y regeneracion de los tejidos; la eliminacién de desechos e infecciones puede
provocar una respuesta de inflamacion prolongada, lo que conlleva a un retraso en
la reparacion/regeneracion de los tejidos, el rechazo del biomaterial, dafio tisular y
un aumento de la cicatrizacion y fibrosis. Los biomateriales implantados son, por
definicién, cuerpos extrafios, por ello, se debe limitar la respuesta inflamatoria
provocada. Ademas, las respuestas inmunitarias favorables pueden modularse
mediante disefios de biomateriales que ejercen respuestas anti inflamatorias y pro
regenerativas (Lynch,202). En el caso de nuestro constructo, el disefio del
biomaterial permitié observar una respuesta inflamatoria inicial esperada (hasta los
7 dias) y luego de ello, ya no presentaba inflamacion en los tejidos observados
histolégicamente.

En la primera parte de los resultados de la presente tesis se realizaron tinciones con
H&E, en las que la hematoxilina se unié a estructuras anioénicas (la cromatina y los
nucleos) tiiéendose de morado. La Eosina como colorante acido tifio los citoplasmas
y la matriz extracelular y fibras colagenas en un color rosa. Se observd, de manera
general, que los grupos que tenian en su estructura PLA, el constructo permanecio
en el sitio de implante y, en el caso de los constructos sembrados, PLA+ MSCat y
PLA+MSCost entre las capas del biomaterial se encontraron células mononucleares
gue presumiblemente son las células sembradas, que mejoraron las propiedades
del constructo y permitieron su integracion a los tejidos, también se observaron
células multinucleadas similares en su morfologia a macréfagos, lo cual es
favorable, pues se considera que la presencia de los macr6fagos M2 denominados
comunmente como macrofagos de “cicatrizacién de heridas" es favorable para la
regeneracion de tejido (Lynch,2022). En todos los casos, no se observaron
respuestas negativas como aumento de la inflamacién, o inflamacién prolongada,
encapsulacion fibrosa, rechazo del implante y/o respuesta a cuerpo extrafo.

El PLA como lo dispusimos, en tricapa, tridimensional, imito a la matriz extracelular
lo que contribuyd a proteger a nuestras células troncales sembradas del impacto
ambiental experimentado durante el trasplante de células troncales y fomento la
diferenciacion para promover la regeneracion de tejido nuevo (Kumbar,2008).

Mediante la tincién de tricromico de Masson, observamos la colagena en una
coloracion de azul a verde, que es la proteina mas importante de la matriz
extracelular y es indicativa de los procesos de regeneracién que se llevan a cabo
en los tejidos, por ello, es importante detectarla en las tinciones histologicas a fin de
conocer su estado fisiolégico (De Gante, 2008), que en el caso de nuestras
muestras se tilo mas azul, seilal de un colageno mas maduro, en el grupo
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PLA+MSCost, en donde, ademas, ademas se observaron las fibras de colagena de
una mas manera mas estructurada que en el resto de los grupos

La funcién de la colagena en la dermis es proporcionar masa y fuerza estructural,
su papel en la regeneracion radica en que actla como soporte de los nuevos tejidos
en desarrollo; la colagena de tipo 1 esta presente en el hueso y en la dermis
reticular; en la técnica de tricrémico de Masson se distinguen las fibras de colagena,
qgue forman parte del soporte tisular, en este caso se observo en la dermis, pero
creemos que en el grupo con MSCost, podria dar lugar a la formacion de tejido
osteoide y luego, 6seo, ya que en estos grupos, el tejido intensamente tefiido de
azul, indica que se estd formando un tejido nuevo tejido estructurado, que
probablemente dara lugar a un nuevo tejido osteoide.

Los biomateriales que se degradan a medida que el tejido se regenera alrededor,
como en el caso de nuestro constructo, se denominan reemplazos de tejido isomorfo
(Feldman,2019) y estan en camino de convertirse en los préximos biomateriales
“inteligentes”, ya que ademas de que los polimeros como el PLA promueven la
curacion y tienen como ventajas su bajo costo y biodisponibilidad, las células
sembradas en ellos les permitieron tener un alto grado de biocompatibilidad
(Kumbar,2008).
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CONCLUSIONES

La respuesta inflamatoria encontrada fue en un mayor porcentaje leve hasta los 7
dias, después de los 14 dias ya no se observo inflamacion alguna

Al término de los 60 dias el constructo de PLA, PLA + MSCat y PLA + MSCost fue
degradado en un 60%. Lo que nos permite concluir que nuestro constructo
tridimensional de PLA 10% resulté ser reabsorbible y biocompatible en donde fue

implantado.
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ANEXOS

1. Aval de comision de ética.

_*E"'& Universidad Nacional Auténoma de México AR
: | Facultad de Estudios Superiores Iztacala . ‘
%cw"' COMISION DE ETICA -'I‘-

Los Reyes |ztacala a 06/11/2019

Oficio: CE/FESI/112019/1333

DRA. TREJO IRIARTE CYNTHIA GEORGINA
Presente:

En atencion a su solicitud de aval, por la Comisién de Etica de esta facultad, para su proyecto denominado
“BIOCOMPATIBILIPAD DE UN CONSTRUCTO TRIDIMENSIONAL DE PLA PARA SU

USO EN INGENIERIA DE TEJIDOS”., que va a someter a TESIS de licenciatura de la

carrera de Cirujano Dentista, de la alumna: Itzel Arreola Esquivel.

Esta comisién acordé la siguiente opiniéon técnica:

Avalado sin recomendaciones

Con vigencia del 1 de diciembre del 2019 al 3 de marzo del 2021.

Sin otro particular por el momento, quedamos a sus 6rdenes para cualquier aclaracién y aprovechamos la
oportunidad para enviarle un atento saludo y nuestro respeto académico.

M. en C. Mari

Presidente

Pagina 1/1



2. Aval de comision de bioseguridad.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO D
"

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA U D
Comision de Bioseguridad = l —

DRA. TREJO IRIARTE CYNTHIA GEORGINA
PRESENTE

Por este medio informo a Usted que su proyecto:

“BIOCOMPATIBILIDAD DE UN CONSTRUCTO TRIDIMENSIONAL DE PLA PARA SU
USO EN INGENIERIA DE TEJIDOS".

que sera sometido a la convocatoria: TESIS de licenciatura (carrera de Cirujano Dentista) de
la alumna: ltzel Arreola Esquivel .

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

POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU
Los Reyes lIztacala, a los 5 dias del mes de noviembre del 2019

Biol. MUNOZ LOPEZ JOSE LUIS
Presidente
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3. Tabla de registros de inflamacion 60 dias. (PLA, PLA + MSCat, PLA + MSCost,

Gelfoam).

il B

INFLAMACION INFLAMACION
[ Leve+ [ nutoo 10 DIiAS LEVE+ | NULOO
PLA + MSCOST TERAPIA | PLA + MSCOST PLA GELFOAM | PLA+
MSCAT
1 0 0 1 R. 225 + 0 0 0
2 0 0 2 [R.226 0 0 7 0
3 0 0 ¥ 3 |R.227 0 + 0 0
4 |R.228 0 0 0 + 4 |R.228 0 0 0 ¥
5 |R229 ﬁ + 0 0 5 |R.229 + 0 0 0
6 | R.230 + 0 5 0 6 | R.230 0 0 0 0
7 |R231 0 0 + 0 7 |R231 + 0 0 0
8 | R 232 0 0 0 0 8 |R.232 0 0 0 0
9 |R.233 0 0 0 9 |R.233 + 0 0 0
10 | R 234 0 0 0 10 |R.234 0 + 0 0
1 R. 235 0 0 0 0 1 R.235 0 0 0 +
2 |R236 0 o ¥ 2 |R.236 + S + ¥
3 | R.237 0 + ¥ 3 |R.237 + 0 + 0
4 |R238 [} [ i 4 |R.238 [} 0 0 0
5 | R.239 0 0 0 5 |R.239 0 + + 0
6 | R240 0 + 0 6 | R.240 + 0 = o
7 | R241 FALLECIO 7 |R.241 FALLECIO
8 |R.242 0 0 + 0 8 |R.242 + + 0 0
9 | R.243 0 0 0 9 |R.243 + 0 0 0
10 | R.244 0 0 0 10 | R.244 + + 0
INFLAMACION INFLAMACION
| LEVE+ | NULO O 20 DiAS 100 | LEVE+ | NULOO
GELFOAM | PLA+ GELFOAM

1 R. 225 + 0 0 0 1 R.225 0 0 0 0
2 R. 226 + 0 + 0 2 R.226 0 0 0 0
3 R. 227 + 0 0 0 3 R.227 0 0 0 0
4 R.228 0 0 0 0 4 R.228 0 0 0 0
5 R. 229 + 0 0 0 5 R. 229 + 0 0 0
6 R.230 0 0 0 0 6 R. 230 + 0 0 0
7 R.231 + + 0 0 7 R.231 0 0 0 0
8 R. 232 + + + 0 8 R.232 0 + 0 0
9 R. 233 + + 0 0 9 R.233 0 0 0 0
10 | R. 234 + + 0 0 10 |R.234 0 + 0 0
=== i e |

T R. 235 + 0 0 0 1 R.235 0 0 0 0
2 R. 236 + + + 0 2 R.236 + + 0 0
3 R. 237 + 0 + 0 3 R.237 0 0 0 0
4 R. 238 + 0 0 0 4 R.238 0 0 + 0
5 R. 239 + + 0 0 5 R.239 0 0 0 0
6 R. 240 + + + 0 6 R. 240 + + 0 0
7 R.241 FALLECIO 7 R.241 FALLECIO

8 R. 242 + o 0 0 8 R. 242 0 0 0 0
2 R. 243 + + + 0 9 R.243 + 0 0 0
10 | R. 244 0 + 0 0 10 | R.244 0 + 0 0
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4. Tabla de registro de inflamacion 21 dias. (PLA, PLA + MSCat, PLA + MSCost,

Gelfoam).
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5. Cartel XL Congreso Mexicano y VII Iberoamericano de Histologia

2020.

Tacultad de Estudios Superlor

[ZTACALA

1Grupo de Investigacion en Células Troncales e I

BIOCOMPATIBILIDAD DE UN CONSTRUCTRO TRIDIMENSIONAL DE PLA
PARA SU USO EN INGENIERIA DE TEJIDOS.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA
Carrera de Cirujano Dentista
GRUPO DE INVESTIGACION EN CELULAS TRONCALES E INGENIERA DE TEJIDOS. (GICTIT)

Arreola Esquivel ltzel !, Garrido, Farifia German 1.2, Mercado Marquez Criséforo?, Alvarez Pérez Marco A4, Gémez Clavel
José F 5, Trejo Iriarte Cynthia G

ia de Tejidos (GICTIT), L o
Biologia, FES-Cuautitian, UNAM? Unidad de Aisiamiento y Bioterio, FES-Cuautitin,UNAM * Facultad de Odontolog

dontologia Amaraz, FES-ztacala, UNAW 2 Laboratorio de apoyo a Histologia y
O Posgrado e UNAM ® Carrera de

Cirujano Dentista, L

y ia, FES-Iztacala, UNAM.

INTRODUCCION:

La Ingenieria de Tejidos (IT) ha demostrado ser una alternativa para el trasplante de 6rganos, con historias exitosas en
implantes. La IT requieren de tres herramientas basicas: las células, un andamio y las moléculas de sefializacion. El uso de
los biomateriales como andamios deben de proporcionar a las células que seran las reclutadoras de nuevas células para la
regeneraciéon en un medio ambiente adecuado para su proliferacion, migracion y diferenciacion, y las moléculas
sefializadoras son las que promover el microambiente adecuado para la regeneracion.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la biocc yla
diferenciadas al linaje osteogénico.

de generacion de hueso ectdpico de un constructo tridimensional de PLA sembrado con MSCat

METODOLOGIA:

Se emplearon 80 ratas Wistar (peso 200+/-50g) de ambos sexos, a
las que se les realizo una incisién en la epidermis en forma de
“sobre” donde se implantaron los constructos. Grupos: PLA, PLA +
MSCat, PLA + MSCost, y control con Gelfoam. Los tiempo de
estudio fueron: 21 y 60 dias, una vez obtenidas las muestras se
procesaron histolégicamente y se tifieron con Hematoxilina y Eosina
(H&E). Este estudio fue aprobado por la comisién de ética folio:
CE/FESI/112019/1333 y bioseguridad de Iztacala folio: 0105.

FIGURA 3) CONTEO CELULAR PARA DIFERENCIACION A

FIGURA 2) OBTENCION DE MUESTRA DE
LINAJE OSTEOGENICO (MSCost)

TEJIDO ADIPOSO

FIGURA ) IMPLANTE SUBCUTANEO DE
AM, PLA. PLA + MSCAT.
A atosT

FIGURA

DE
TRI CAPA (PLA)

RESULTADOS:

Se realizé un control de inflamacién donde no se observé inflamacion
severa ni rechazo del biomaterial. En los resultados histoldgicos
observamos:

Gealfoam a los 21 dias se observé degradaciéon del 60%, no se
observaron células inflamatorias ni capsula alrededor del biomaterial. A
los 60 dias se absorbié por completo.

PLA a los 21 dias se integré sin capsula de tejido conectivo, se
observaron células a su alrededor tipo fibroblasto y no se degrado, se
observan las tres capas. A los 60 dias las células del tejido conectivo
han invadido el biomaterial en sus tres capas y ya no se observan
definidas.

PLA+MSCat a los 21 dias se integro al tejido, sin cépsula, con células
entre las tres capas, no hay degradacion. A los 60 dias se degradd un
30%, desde el centro hacia afuera y se observan células dentro y
alrededor del constructo

PLA+MSCost a los 21 dias se intuyen las capas y entre cada capa hay
tejido conectivo denso con fibroblastos, degradacion 20%. A los 60 dias,
las tres capas estan integradas al tejido, hay gran cantidad de células en|
todo el biomaterial y las capas ya no son visibles.

" GELFOAM

PLA

PLA + MSCAT

PLA + MSCOST

FIGURA 6) IMAGENES MICROSCOPICAS A 5X TERIIDAS CON H&E 21 Y 60 DIAS.. EP (Epidermis), DE (Dermis),
EC . EG . M (Misculo),




6. Constancia de participacion XL Congreso Mexicano y VII
Iberoamericano de Histologia 2020.

XL CONGRESO MEXICANO DE HISTOLOGIA

. MORELIA MICHOACAN
VIl CONGRESO IBEROAMERICANO DE HISTOLOGIA
= N\ OVIEMBRE 2020

La Sociedad Mexicana de Histologia A.C.

UNAM
CUAUTITLAN

Otorga la presente constancia a:
Arreola Esquivel Itzel, Garrido Farifia German |., Mercado Marquez Criséforo,
Alvarez Pérez Marco A., Gomez Clavel José F., Trejo Iriarte Cynthia G.

Por haber participado con el trabajo

BIOCOMPATIBILIDAD DE UN CONSTRUCTO TRIDIMENSIONAL DE PLA PARA SU USO EN
INGENIERIA DE TEJIDOS.

XL Congreso Mexicano y VIl Iberoamericano de Hlstologla
09-13 noviembre 2020 : vof

Cuautitlan Izcalli, Estado de México, a 13 de noviembre de 2020

Dr. German Isauro Garrido Farifia Mtro. Jorge Alfredo Cuellar Ordaz

Presidente de la Sociedad Mexicana de Histologia, A.C. Director de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan
UNAM
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7. Participacion con video de difusion en el XXXIX coloquio de
investigacion de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala 2021.

XX X1 X
COLOQUIO DE
INVESTIGACION

Facultad de Estudios
Superiores lztacala

PLA, COMO ANDAMIO DE UN CONSTRUCTO CON CELULAS MESENGUIMALES DERIVA-
DAS DE TEJIDD ADIPOSO, UN ESTUDID DE BIOCOMPATIBILIDAD.

AUTORES:

Garrido Fanfia German ksaurs
Gomez Clavel josé Francsom
Alvarez Pérez Marco Antonio
Trega Iriarte Cynthia Geargina

Objetivos: Evaluar la bistermpatibilidad g un canstructs tridimernsional de PLA sembrada
ean MSCat.

Metodologia: Lnilizamas BO ratas cepa Wistar, ambas sexed (peso 20044-508), & 185 que e
les realizd una incision en & dorsa, ahi se implantaron los constructas: PLA (der inf], PLA+
MSCat [izg sup), PLA+ MSCaut (der sup), Geloam [ixg inf). Tiempos de estudio: 21 y 60 dias.
Las fnuestras & procesaron histoldgicaments y se tifid con Hernataxiling y Bosina (HEEL
Avalado por las comigiones de ética (CE/FESL112019) y bicsapuridad de Lxtacala {FESL1 333).

Resultaden: En todos s especimenes na se observd rechazo del biomaterial o inflamacibn
SEEra,

Gealfoarn 21 dias se observh degradacidn 60%, no e observaran cdlulas inflamatorias ni
capsula alrededor del biomaterial. & 60 dias se absorbid por cormpleta.

PLA 21 dfias s& integrt Sin chpsula de tejido conedtiva, se abservaran células a su alrededar
y ™o s& degrado, se observan Las tres capas. A 60 dizs las células del wegido consctiva imva-
digran el biornatérial en Sus tres cApas y ya no S observan definidas.

PLA+MSCat 21 dias de integrd al tejido, sin chpsula, eon células entre 1as tres capas, no hay
degradacitn. A G0 diss se degradd 30%, desde el centra hacia afuera y 28 absenvan células
dertro y alrededor del constructa

PLAMSCost 21 diad e intuyen las capas y entre cada capa, hay tejida conective dernse,
degradacitn 20%. A G0 dias, |as tres capas estan integradas al vejide, hay gran cantidad de
células en toda el biomaterial y |22 capas ya na son visibles,

Conelusitn: El eonstructn demastrd ser hiocompatible, se integrd al tejido v L degradacidn
e controlada, mastrandose cormo Lna potencial herramisnta pars su wio en la Ingenieria
de Tejider.

A n
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8. Constancia de participacion en el II Congreso Nacional de
Biomateriales de la Universidad de Antioquia 2021.

UNIVERSIDAD
DE ANTIOQUIA

Personeria juridica ley 71 de 1878 del estado soberano de Antioquia y ley 153 de 1887

En atencién a que

ITZEL ARREOLA ESQUIVEL

Identificado con Pasaporte G31093242

Cumplié con las actividades programadas con una intensidad de 16 horas, y reunié los
demas requisitos que exigen las normas universitarias en el marco del:

Il CONGRESO NACIONAL DE BIOMATERIALES

La Facultad de Ingenieria expide la siguiente constancia el 25 de noviembre de 2021.

II CONGRESO NACIONAL DE BIOMATERIALES

Facultad de Ingenieria

Para verificar la autenticidad del documento, dirfjase a www.udea.edu.co/wps/portal/udea/web/inicio/pagos e ingrese
el cédigo 12901-186795, o escanee el cédigo QR.
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=%, UNIVERSIDAD
" DE ANTIOQUIA

B
Facultad de Ingenieria

Medellin, 11 de Marzo de 2022 21340003-0101-2022

EL JEFE DEL CENTRO DE EXTENSION
INFORMA QUE:

El sefor ITZEL ARREOLA ESQUIVEL, identificado con Pasaporte No G31093242
particip6 como Ponente invitado al Il CONGRESO NACIONAL DE
BIOMATERIALES, realizado entre los dias 24 y 25 de noviembre de 2021

Se expide a solicitud del interesado a los Once (11) dias del mes de febrero
de 2022.

Atentamente,

Nf \.’Q
MAURICIO ANDRES CORREA OCHOA
Jefe Centro de Extension Académiga CESET

Facultad de Ingenieria -
Universidad de Antioquia.

Elaboré: Juan David Velasquez

CESET- CENTRO DE EXTENSION ACADEMICA @
Ciudad Universitaria Calle 67 N.° 53-108, bloque 21, oficina 136 ©
Recepcion correspondencia Calle 70 N° 52-21 = Apartado 1226

[CRICE = [:Net =

Teléfono 219 55 15 = Fax 2638282 = NIT 890.980.040-8 W

http://ingenieria.udea.edu.co » Medellin, Colombia SC.CERTAS845
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