
1 
 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

POSGRADO DE MAESTRÍA Y DOCTORADO EN CIENCIAS MÉDICAS, ODONTOLOGICAS 

Y DE LA SALUD 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA 

 

REGENERACIÓN ÓSEA MANDIBULAR EN UN MODELO DE 

OSTEOPOROSIS EN RATAS 

 

TESIS 

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADÉMICO DE:  

MAESTRO EN CIENCIAS (ODONTOLÓGICAS) 

 

PRESENTA: 

C.D. TOBIAS LÓPEZ LUIS FERNANDO 

 

TUTORA PRINCIPAL:  

DRA. TREJO IRIARTE CYNTHIA GEORGINA 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA 

COMITÉ TUTOR:  

DR. ALVAREZ PEREZ MARCO ANTONIO 

FACULTAD DE ODONTOLOGÍA, UNAM 

DR. MONTESINOS MONTESINOS JUAN JOSÉ 

CENTRO MÉDICO NACIONAL SIGLO XXI, IMSS 

 

Los Reyes Iztacala, Tlalnepantla, Estado de México, 2023. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

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

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



2 
 

 



3 
 

Agradecimientos. 

Agradezco a la Universidad Nacional Autónoma de México, por abrir incontables puertas 

al conocimiento, y por permitir realizar el presente trabajo. 

Agradezco a la Facultad de Estudios Superiores Iztacala y la Facultad de Odontología 

para proporcionarme todo el bagaje de conocimientos y años de experiencia a través de 

todos los académicos con los que tuve acercamiento.  

Agradezco al Programa de Maestría y Doctorado en Ciencias Médicas, Odontológicas y 

de la Salud. 

Agradezco a Conacyt por proporcionarme el apoyo económico durante mis estudios.  

A la Dra. Cynthia Georgina Trejo Iriarte por la confianza que depositó en mi para realizar 

este proyecto, y por la motivación para iniciarlo. 

Al Dr. Marco Antonio Álvarez Pérez y al Dr. Juan José Montesinos Montesinos, por el 

tiempo, recursos y conocimientos que me aportaron. 

Agradezco a mi papá y a mi mamá, por la paciencia que me han tenido a lo largo de la 

realización de este trabajo y la disciplina que me inculcaron para poder cumplir mis 

objetivos, a mis hermanos por el apoyo que me han brindado todo este tiempo. A mi 

querida sobrina, que siempre me contagio de alegría cuando lo necesitaba. 

 

  



4 
 

ÍNDICE DE CONTENIDO 

  
1. Resumen. ............................................................................................................................... 8 

2. Introducción. .......................................................................................................................... 9 

3. Justificación. ....................................................................................................................... 13 

4. Pregunta de investigación. ................................................................................................. 13 

5. Hipótesis. ............................................................................................................................. 14 

6. Objetivo general. ................................................................................................................. 14 

6.1. Objetivos específicos. ..................................................................................................... 14 

7. Metodología. ........................................................................................................................ 14 

7.1 Diseño experimental. ....................................................................................................... 15 

7.2 Modelo de osteoporosis. .................................................................................................. 16 

7.3 Obtención, aislamiento y cultivo de ADSC. ...................................................................... 17 

7.4. Conteo celular con cámara Neubauer ............................................................................. 18 

7.5. Caracterización de las ADSC. ......................................................................................... 19 

7.6. Diferenciación al linaje osteogénico. ............................................................................... 21 

7.7. Terapia celular con ADSC. .............................................................................................. 21 

7.8. Terapia celular con OST. ................................................................................................ 22 

7.9. Membranas de PLA. ....................................................................................................... 22 

7.10. Procesamiento de las membranas de PLA. .................................................................. 22 

7.11. Diseño quirúrgico del defecto óseo mandibular. ............................................................ 23 

7.12. Adquisición de las microtomografías. ............................................................................ 24 

7.13. Procesamiento y análisis de las microtomografías. ....................................................... 25 

7.13.1. Cálculo del volumen de regeneración. .................................................................... 27 

7.13.2. Cambios en la integridad ósea. .............................................................................. 27 

7.13.3. Medición masa ósea. .............................................................................................. 27 

7.13.4. Grosor cortical mandibular. ..................................................................................... 28 

7.14. Análisis estadístico. ...................................................................................................... 29 

8. Resultados. .......................................................................................................................... 30 

8.1. Aislamiento y cultivo de ADSC. ....................................................................................... 30 

8.2 Cambios en el peso entre OVX y OLD. ............................................................................ 31 

8.3. Microtomografías. ........................................................................................................... 32 

8.3.1. Volumen inicial de los defectos quirúrgicos. ............................................................. 32 

8.3.2. Masa ósea y grosor de la cortical. ............................................................................ 32 

8.3.3. Reconstrucciones 3D del área del defecto................................................................ 33 

8.3.4. Porcentaje de regeneración volumétrica de los defectos. ......................................... 33 



5 
 

9. Análisis de resultados. ....................................................................................................... 36 

9.1. Volumen inicial de los defectos quirúrgicos. .................................................................... 36 

9.2. Volumen de masa ósea. ................................................................................................. 36 

9.3. Grosor cortical. ............................................................................................................... 36 

9.4. Porcentaje de regeneración volumétrica de los defectos entre grupos OVX y OLD. ....... 37 

9.5. Porcentaje de regeneración volumétrica final de los defectos. ........................................ 37 

9.6. Comparaciones descriptivas de los porcentajes de regeneración. .................................. 37 

9.7. Cambio de peso entre OVX y OLD. ................................................................................ 37 

9.8. Crecimiento vertical del defecto. ..................................................................................... 38 

9.9. Descripción morfológica del tejido regenerado en el defecto quirúrgico. ......................... 39 

10. Discusión. .......................................................................................................................... 45 

11. Conclusiones. .................................................................................................................... 50 

12. Perspectivas. ..................................................................................................................... 51 

13. Referencias bibliográficas. ............................................................................................... 52 

14. Anexos. .............................................................................................................................. 61 

 

 

  



6 
 

ABREVIATURAS 

Op Osteoporosis 

OVX Ovariectomía bilateral 
MSC Mesenchymal Stem Cells, Células troncales mesenquimales  

ISCT 
International Society of Cell Therapy, Sociedad Internacional 
para la Terapia Celular 

ADSC 
Adipose Derived Stem Cells, Células troncales derivadas de 
tejido adiposo 

BMSC 
Bone Marrow Stem Cells, Células troncales derivdas de 
médula ósea 

µTC Microtomografía computarizada 
OC Osteoclastos 
OB Osteoblastos 
UH Unidades Hounsfield 
SVF Fracción estromal vascular 
IT Ingeniería de tejidos 
ITO Ingeniería de Tejidos Óseos 
PLA Ácido poliláctico 
PCL Policaprolactona 
MPa Mega pascal 
MEC Matriz extracelular 

 

  



7 
 

Glosario.  

• Osteoporosis. Enfermedad metabólica del tejido óseo que se caracteriza por una densidad 

mineral ósea 

• Menopausia. Cese permanente de la menstruación, confirmado tras 12 meses de amenorrea 

consecutiva después del último periodo menstrual1. 

• Postmenopausia. Periodo que inicia a partir del final de los 12 meses posteriores al último 

periodo menstrual1.   

• Osteoblastos. Células mononucleadas de origen mesenquimal que se encargan de la 

síntesis y mineralización de proteínas que conforman la matriz ósea2.  

• Osteoclastos. Células multinucleadas de origen hematopoyético, se encargan de la resorción 

ósea3.  

• Multidiferenciación. Capacidad de las células troncales de diferenciarse en múltiples tipos 

celulares del cuerpo 

• Autorenovación. Es el proceso por el cual las célalas troncales se dividen para perpetuar la 

fuente de células troncales a través de la vida de los organismos, y poder mantener un estado 

de diferenciación4 

• Plasticidad celular. Es la capacidad de una célula de modificar su expresión fenotípica bajo 

distintas condiciones.    

• Fracción estromal vascular (SVF). Es un conjunto heterogéneo de células contenidas en 

sitios dentro del tejido adiposo, alberga células inmunitarias (macrófagos, linfocitos T 

reguladores, etc) células endoteliales, pre-adipocitos, y células troncales5 

• Osteoinducción. Es la inducción de células troncales mesenquimales indiferenciadas que no 

se encuentran comprometidas al linaje osteogénico, para formar células osteoprogenitoras, y 

con capacidad de producir hueso heterotópico6. 

• Osteoconducción. Es la capacidad de los materiales para permitir la deposición de tejido 

mineral sobre su superficie y así formarse hueso nuevo7 

• Biocompatibilidad. Es la habilidad de los materiales para ejercer una función esperada en 

un sistema vivo, sin causar daño o ejercer efectos negativos en el huésped8,9. 

• Biodegradabilidad. Es la cualidad de un material de poder ser degradado por los organismos 

• Termoestabilidad. Es la habilidad de los materiales soportar la acción de calor sin perder 

drásticamente sus propiedades físico-mecánicas.  

• RUNX2. Es un factor de transcripción crucial en la diferenciación y maduración de los 

osteoblastos, particularmente presente en la etapa temprana de diferenciación de MSC a pre-

osteoblastos10 

• Coeficiente de atenuación. Es la medición de que tanto es penetrado un objeto por una 

energía incidente. Cuantifica qué tanto se “debilita” la energía del haz al pasar por la 

muestra11. 

• Unidades Hounsfield (UH). Es una medición cuantitativa de la radiodensidad de un objeto 

tras un estudio tomográfico. Se produce una escala de grises, los tejidos más densos 

aparecen con aquellos tonos más brillantes, los menos densos son más opacos11.   
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1. Resumen.  

Introducción. La osteoporosis (Op) es una enfermedad del metabolismo óseo que se 

manifiesta con una disminución de la densidad mineral ósea y, consecuentemente, 

aumenta el riesgo de fractura. Las mujeres postmenopáusicas son el grupo poblacional 

más afectado. La Ingeniería de Tejidos Óseos (ITO), busca inducir la regeneración ósea 

a través de tres elementos básicos que son: el uso de un biomaterial como andamio, una 

fuente celular, y señalización celular que promueva esta regeneración. 

Objetivo. Evaluar la regeneración ósea inducida por un constructo tricapa de membranas 

nanofibrilares de L-ácido poliláctico (L-PLA) y células troncales mesenquimales derivadas 

de tejido adiposo (ADSC) inducidas a diferenciación al linaje osteogénico, implantado en 

un defecto crítico óseo mandibular en un modelo de osteoporosis. Materiales y métodos. 

Se emplearon 40 ratas Wistar hembra (200+/-50 g). Se dividieron de manera aleatoria en 

dos grandes grupos (n=20), grupo OVX, al que se indujo Op por medio de ovariectomía 

bilateral (OVX), y grupo OLD, que se dejaron envejecer a la par del grupo OVX. Se extrajo 

el tejido adiposo (TA) de 4 ratas sanas de seis meses de edad para el aislamiento y cultivo 

de las ADSC. A todas se les realizaron defectos óseos críticos mandibulares (3 mm x 4 

mm x 1 mm) de lado derecho para recibir las terapias (en dos grupos el lado contrario fue 

sham), se separaron de manera aleatoria en grupos: Sham-OLD  (n=4) y Sham-OVX 

(n=4) que no se les administró tratamiento; ADSC-OLD (n=4) y ADSC-OVX (n=4) a los 

que se implantaron células, OST-OLD (n=4) y OST-OVX (n=4) grupos tratados solo con 

células inducidas hacia la diferenciación osteogénica; PLA-OLD (n=4) y PLA-OVX (n=4) 

se implantó solo el andamio de L-PLA 10%; CADSC-OLD (n=4) y CADSC-OVX (n=4) se 

implantó el constructo de L-PLA 10% como andamio y ADSC sembradas en él (n=4); 

COST-OLD (n=4) y COST-OVX (n=4) en donde se empleó el constructo usando el 

andamio de L-PLA 10% con por ADSC osteoinducidas. A las ratas se les realizaron 

estudios de microtomografía computarizada in vivo a los 7 y 30 días para evaluar el 

volumen de regeneración ósea, calculado como: volumen de regeneración = Volumen 

inicial (7 días) – Volumen final (30 días).  Al término de 30 días los especímenes fueron 

sometidos a eutanasia. Todos los procedimientos realizados en la presente tesis fueron 

aprobados por la comisión de Ética folio CE/FESI/012023/1569 y por la Comisión de 

Bioseguridad folio: 115 

Resultados. Después de realizar el análisis por medio de MicroCT y evaluar la 
regeneración ósea obtenida por grupo. Los grupos ADSC tuvieron la mayor regeneración 
tanto en OVX como en OLD. En los grupos OLD, los tratamientos ADSC, PLA y CADSC 
mostraron un mayor porcentaje de volumen de regeneración ósea. Los grupos OST y 
COST mostraron el mismo desempeño, resultando tan deficiente como los volúmenes 
observados en los grupos sham, tanto en OVX como en OLD.  

Conclusiones. Tanto en los grupos OVX como OLD, el uso de ADSC o de PLA como 

tratamiento en un defecto quirúrgico critico mandibular fueron la mejor terapia. 
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2. Introducción. 

El hueso es un tejido altamente dinámico que se remodela continuamente para mantener 

su homeostasis10. Algunas condiciones sistémicas pueden alterar el equilibrio fisiológico 

y tener un impacto negativo en la salud ósea; la osteoporosis (Op), es una enfermedad 

del metabolismo óseo caracterizada por la disminución en la densidad mineral ósea 

(DMO)12 y el deterioro de su microarquitectura13, lo que favorece el aumento del riesgo 

de fractura14. Se distinguen dos tipos de osteoporosis: la primaria que está relacionada 

al sexo y a la edad15;  y secundaria, la cual subyace a alguna enfermedad principal, como 

la Diabetes Mellitus, o por el uso prologando de medicamentos como glucocorticoides16.  

El mayor grupo poblacional afectado por la Op son los individuos de edad avanzada (>60 

años) de ambos sexos, pero presente a más temprana edad (>50 años) en las mujeres 

con postmenopausia17, que es el periodo que inicia a partir del final de los 12 meses 

posteriores al último periodo menstrual (menopausia)1. Debido al cese de la actividad del 

folículo ovárico en la menopausia, hay un descenso tajante en la producción de estradiol. 

El estradiol induce diferenciación osteogénica en las células troncales derivadas de 

médula ósea (BMSC, Bone Marrow MSC) para madurar en osteoblastos (OB, células 

que se encargan de la formación ósea), y así mismo, se encarga de inducir apoptosis en 

los osteoclastos (OC, células que se encargan de la resorción ósea). En la menopausia 

este desbalance genera mayor resorción ósea y menor formación ósea.  

El estudio de los efectos de la Op es especialmente importante en el contexto del 

creciente envejecimiento poblacional en México18, pues las alteraciones óseas 

provocadas por la Op representan un desafío tanto en la medicina en general, como para 

lograr tratamientos exitosos en el área odontológica y/o cirugía maxilofacial y ortopedia19, 

como en la prevención, tratamiento y seguimiento de fracturas, pues los tratamientos 

antiosteoporóticos no son del todo efectivos para mejorar la reparación de fracturas 

óseas, e incluso podrían retrasar su recuparación20.  

Una fractura por osteoporosis ocurre por fuerzas de baja energía, como una caída 

desde altura de bipedestación o menor21,22, y suelen generar defectos óseos de mayor 

volumen, que sanan con menor velocidad, y que tienen mayor riesgo a fracturas 

subsecuentes o refracturas23, lo que genera una disminución significativa en la calidad 

de vida de los pacientes24. Las fracturas por osteoporosis ocurren principalmente en la 

cadera, vertebras, muñeca, radio21,25, sin embargo, hay una creciente evidencia del 

impacto de la Op en la región maxilofacial que ha permitido relacionar cambios 

morfológicos de la mandíbula, como el grosor cortical y presencia de periodontitis, con 

mayor riesgo de fracturas por Op26,27. Además, se ha observado que la Op tiene 

repercusiones negativas en las funciones masticatorias en pacientes con prótesis 

dentales, así como mayor pérdida de hueso residual28. 

Se han ha estudiado distintos abordajes para tratar fracturas y defectos óseos, entre las 

que se encuentran, el uso de matrices mineralizadas xenogénicas, heterólogas o injertos 

autólogos, siendo estos últimos, los que se han mantenido como el estándar de oro para 

tratar la pérdida ósea29, sin embargo, presentan limitantes como: la necesidad de un sitio 

donante, una segunda cirugía, alto costo, tiempos largos de recuperación, alto de grado 
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de morbilidad, y otros riesgos asociados (infección, dolor crónico, etc). Por ello, existe 

una creciente necesidad de encontrar nuevas estrategias para la regeneración ósea. 

La Ingeniería de Tejidos (IT) es una  ciencia multidisciplinaria que busca la reparación, 

sustitución o regeneración de tejidos y/u órganos30. Para lograrlo, la IT diseña 

terapéuticas que se basan en la mimetización de las características mecánicas del tejido 

y de su microambiente biológico31. Se distinguen tres elementos esenciales en la IT: una 

fuente celular, biomateriales y señalización. El uso combinado de estos tres elementos 

se denomina constructo32, que es un biodispositivo que tiene como finalidad, recrear las 

propiedades mecánicas y funcionales, para generar una interacción de la célula-matriz 

del tejido al cual será implantado. Así pues, el biomaterial sirve de andamiaje, la población 

celular dirige el proceso regenerativo, y la señalización estimula una respuesta biológica 

tanto de las células sembradas como de las del huésped. 

Una de las fuentes celulares más estudiadas son las Células Troncales Mesenquimales 

(MSC, Mesenchymal Stem Cells), que son una población de células troncales adultas 

indiferenciadas que poseen adherencia al plástico, elevada potencialidad de 

diferenciación33, capacidad de autorenovación, y capacidad inmunomoduladora34, la 

Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT, por sus siglas en inglés) recomienda 

identificar las MSC por exhibir en su membrana los cluster de diferenciación (CD) CD105, 

CD73 y CD90, y carecer la expresión de CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79α y HLA 

clase II.  

Las MSC se alojan en sitios particulares (nichos) de diversos tejidos adultos, en donde 

envían y reciben señales tanto de componentes de la matriz extracelular (MEC) como de 

otras células, para llevar a cabo funciones en la modulación de los procesos de 

mantenimiento y reparación de los tejidos35,36. Por las vastas publicaciones científicas, 

las BMSC son consideradas por algunos autores como el estándar de oro37. Sin embargo, 

es posible aislar y cultivar MSC provenientes múltiples tejidos38. 

Las Células Troncales Derivadas de Tejido Adiposo (ADSC, Adipose Derived Stem 

Cells) son una población de MSC que residen en la fracción estromal vascular (SVF por 

sus siglas en inglés) del tejido adiposo (TA)39, tienen las características que las hace 

ideales para su uso en la regeneración ósea40, como son: alta tasa de autorenovación, 

capacidad de mantener su multipotencialidad, liberación de factores bioactivos y 

modulación inmunológica, características que incluso son superiores si se les comparan 

con MSC provenientes de múltiples tejidos41,42.  

Si bien, las MSCs adultas tienen características inherentes a su calidad de troncalidad, 

ciertos comportamientos biológicos cambian dependiendo de las condiciones y del tejido 

de donde provienen. Se ha visto que, en general, las BMSC aisladas de condiciones no 

patológicas, muestran mayor potencial osteogénico que las ADSC43,44, aunque hay 

creciente evidencia que señala que bajo condiciones de Op, las BMSC tienen una 

marcada disminución en marcadores osteogénicos45,46, y una tendencia a expresar 

mayores niveles de citocinas proinflamatorias47, a diferencia de las ADSC, que logran 

conservar su potencial osteogénico estable48–50 
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Por la abundancia y la localización del TA, es posible extraerlo sin necesidad de 

procedimientos que invadan planos profundos del cuerpo, para poder aislar y cultivar 

ADSC, tal y como lo demostró Zuk y cols en 2001, y de esta forma poder inducir su 

adhesión a un biomaterial51 orientado a una aplicación terapéutica. 

Los biomateriales son los elementos estructurales del constructo que emulan la 

arquitectura de la matriz extracelular, y tienen como característica ser biocompatibles, 

biodegradables y mecánicamente favorables para los tejidos de interés52, y en la 

Ingeniería de Tejidos Óseos (ITO), se desea que tengan propiedades osteoinductivas53 

y osteoconductivas54 (ver glosario para los términos en cursivas) 

Los polímeros sintéticos ofrecen una buena manipulación del material en la forma y 

tamaño deseado sin alteración de sus propiedades fisicoquímicas55, lo cual es 

conveniente y amigable con distintas formas de fabricación para la finalidad deseada, 

aunado a un mejor control en su degradación56 

El ácido poli-láctico (PLA) es un poliéster hidrofóbico, que ha mostrado ser 

biocompatible, biodegradable y termoestable57,58, fue aprobado por la Foods and Drugs 

Administration (FDA) de los Estados Unidos de América para su uso como dispositivo 

médico en el año 197059. Sus productos de degradación no son dañinos para el cuerpo, 

y al ser hidrolizado, se bioactiva por la exposición de grupos hidroxilo y carboxilo en su 

superficie60, lo que favorece la adsorción de proteínas y consecuentemente, la adhesión 

celular61,62, característica necesaria para la creación de una interfase biomaterial-célula63. 

La señalización celular es clave en la generación de una respuesta biológica coherente 

con el tejido de interés, en la ITO, la inducción de la osteodiferenciación de las MSC por 

señalización química es un método relativamente sencillo que se logra por exposición a 

un medio de cultivo osteogénico (MO) que propicie la expresión de genes 

osteoprogenitores. Los principales componentes del MO son: dexametasona, la cual 

induce la expresión de RUNX2 mediada por la vía de señalización WNT/β catenina64, 

ácido ascórbico65, el cual es necesario para la hidroxilación de lisina y prolina en 

procolágeno, y de esta forma sintetizar fibras colágenas y secretarlas hacia la matriz 

extracelular, y de β-glicerolfosfato, que actúa como suministro de fosfato para síntesis de 

hidroxiapatita y estimula la expresión de genes osteogénicos como: osteopontina66 y 

BMP-267. 

La ITO también considera escenarios clínicos que puedan obstaculizar una correcta 

regeneración, como lo es el impacto sistémico de la Op en la regeneración ósea, de tal 

forma que es atractivo desarrollar un tratamiento local que logre formar un microambiente 

regenerativo controlado que permita “evadir” o “neutralizar” los efectos negativos de la 

Op e “inducir” a las células del huésped, no sólo las células óseas, sino también a las 

células del tejido nervioso, vascular, linfático y del sistema inmune a la regeneración 

Una forma de estudiar los efectos fisiopatológicos de la Op es a través de modelos 

animales68, uno de ellos es el modelo de inducción de Op mediante la ovariectomía 

bilateral (OVX)69, que es un modelo quirúrgico aprobado por las guías clínicas de la 

FDA70, y que tiene como objetivo simular el establecimiento de Op por deficiencia de 

estrógenos, como ocurre en mujeres con postmenopausia o que han sido sometidas a 
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ooforectomía por cuestiones patológicas, por ejemplo; como consecuencia de cáncer 

uterino71. En ratas, este procedimiento debe llevarse a cabo después de que han 

alcanzado la madurez sexual, lo cual ocurre aproximadamente a las 12 semanas.  

El modelo OVX ha servido para estudiar el impacto de la perdida ósea, y el 

comportamiento biológico del hueso ante fracturas simuladas a través del diseño de 

defectos óseos en condiciones de Op72, además hay evidencia de que es un modelo útil 

para evaluar cambios morfológicos en hueso de la región maxilofacial, dichos cambios 

son particularmente detectables en modelos de larga duración (>12 meses de 

evolución)73. 

Los defectos óseos de tamaño critico son lesiones óseas que no logran ser 

regeneradas a largo de la vida de un organismo74,75. En osteoporosis se han estudiado 

diversos modelos de defecto óseo, como lo son en: la calvaria76, hueso largos como 

tibia72 y femur77. Pero también, se han desarrollado modelos post-extración dental que 

muestran menor velocidad de recuperación en ratas con OVX78 y se han realizado 

esfuerzos para estandarizar defectos óseos mandibulares, como lo muestran los trabajos 

de Liu y cols79, y Trejo y cols80 que diseñaron un defecto crítico mandibular de fácil acceso 

quirúrgico, en una zona rica en hueso cortical, y demostraron que es posible evaluarlo 

mediante microtomografía computarizada.  

La microtomografía computarizada (µTC), es un método no destructivo ni invasivo que 

permite visualizar los tejidos mediante la proyección de múltiples rayos X desde 

diferentes ángulos para obtener planos en dos dimensiones, que posteriormente son 

reconstruidos para generar un modelo en tres dimensiones (3D), por lo que es posible 

observar estructuras óseas, tanto in vivo como ex vivo81. 

Empleado in vivo, permite la evaluación de los cambios en las estructuras óseas a lo 

largo del tiempo, ya sea en estado de enfermedad, o ante un tratamiento, por lo que es 

ideal para estudios pre-clínicos82.  

La adquisición de las imágenes se logra con la configuración de parámetros que influyen 

directamente en la absorción de los rayos X en la muestra83. El voltaje (Kv) corresponde 

a la energía de los fotones que interactúan con la muestra, por su parte, el amperaje 

(mA) determina la frecuencia con la que los fotones son proyectados. Al obtener la 

imagen µTC, se arrojan valores que ayudan en su análisis, dentro de estos está el ajuste 

del brillo de imagen (window with = WW) y el ajuste de contraste de imagen (window level 

= WL), así como las unidades Hounsfield (UH) que representan valores de la 

transformación lineal del coeficiente de atenuación en la muestra. El voxel se refiere al 

tamaño de un píxel reconstruido en 3D tras el escaneo, un menor tamaño ofrece una 

visualización más detallada de las estructuras.  
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3. Justificación.  

De acuerdo con las Perspectivas de la Población Mundial de la Organización Mundial de 

las Naciones Unidas (ONU), para el año 2050, México tendrá una población total de 

aproximadamente 145,000,000 de habitantes, de los cuales 25% tendrá más de 60 años, 

el panorama de envejecimiento poblacional trae consigo un aumento en la incidencia de 

enfermedades crónico-degenerativas como la osteoporosis, cuyo principal desenlace son 

las fracturas por fragilidad, las cuales, no solo disminuyen la calidad de vida de los 

pacientes, sino que también implica una carga económica alta, pues el costo directo por 

fractura (cadera, humero y vertebra) es más alto que el de infarto al miocardio, cáncer de 

mama o accidente cerebrovascular84. En todo el mundo, y en específico en México, cada 

día se hace más común que pacientes con Op acudan a la consulta del cirujano dentista 

buscando mejorar su salud bucal y con ello, su salud en general; la evidencia de 

afectaciones de la osteoporosis en la región maxilofacial, y particularmente, su asociación 

a enfermedad periodontal85, exige investigar terapéuticas que se centren en las 

dinámicas propias del tejido de dicha región con modelos de lesiones óseas que puedan 

ser comparables con la clínica. La ingeniería de tejidos óseos es un abordaje prometedor 

para diseñar tratamientos regenerativos que logren mejorar la calidad de vida de los 

pacientes de forma rápida y segura. Las células troncales mesenquimales tienen 

propiedades atractivas que permitirían acelerar y mejorar los procesos de regeneración 

de forma segura, además, actualmente se cuenta con biomateriales económicos y 

versátiles en cuanto a su manejo y fabricación, como lo es el ácido poliláctico, que pueden 

servir como nicho de las células, para dirigirlas e implantarlas en defectos óseos. Por 

tanto, la originalidad e importancia de esta tesis radica justo en proponer una nueva 

terapéutica por medio de constructo diseñado con base en la ITO y analizar in vivo 

mediante µTC, como estos pueden ser usados como tratamiento para la regeneración 

ósea en pacientes complejos como los que padecen Op. Por ello, nos propusimos evaluar 

la regeneración ósea inducida por un constructo tricapa de ácido poliláctico-L y células 

ADSC inducidas al linaje osteogénico en un defecto crítico mandibular en un modelo de 

osteoporosis.  

4. Pregunta de investigación.  

¿La colocación de un constructo tricapa de L-PLA sembrado con células troncales 

derivadas de tejido adiposo inducidas a la diferenciación osteogénica en un defecto crítico 

mandibular en un modelo de osteoporosis en ratas provocará su regeneración en 

volumen? 
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5. Hipótesis. 

Si se implanta de un constructo tricapa de L-PLA sembrado con células troncales 

derivadas de tejido adiposo inducidas a la diferenciación osteogénica en un defecto crítico 

mandibular en un modelo de osteoporosis en ratas, entonces se tendrá un volumen de 

regeneración óseo mayor. 

6. Objetivo general.  

Evaluar mediante µTC la regeneración ósea inducida por un constructo tricapa de 

membranas nanofibrilares de ácido poliláctico (PLA) y células troncales mesenquimales 

derivadas de tejido adiposo (ADSC) inducidas a la diferenciación de linaje osteogénico, 

implantado en un defecto crítico óseo mandibular en un modelo de osteoporosis por 

ovariectomía bilateral. 

6.1. Objetivos específicos. 

1. Aislar y cultivar ADSC provenientes de tejido adiposo subcutáneo de rata. 

2. Estudio microtomográfico de los especímenes. 

3. Análisis microtomográfico de la osteoporosis en la mandíbula. 

4. Establecer la biodegradabilidad y biocompatibilidad de los constructos in vivo. 

5. Determinar el grado de regeneración ósea mediante µTC conseguida en los 

defectos mandibulares in vivo. 

7. Metodología. 

Todos los experimentos de la presente tesis se realizaron en el Grupo de Investigación 

en Células Troncales e Ingeniería de Tejidos (GICTIT), que forma parte del Laboratorio 

de Investigación de Odontología (LIO), perteneciente a la Facultad de Estudios 

Superiores Iztacala (FESI), UNAM.  

Se experimentó en 40 ratas Wistar hembras de tres meses de edad (200±50gr), alojadas 

en la Unidad de Aislamiento y Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán 

campo 4, con acceso ad libitum de agua y comida, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. 

Todos los procedimientos quirúrgicos se llevaron a cabo bajo anestesia general con 

pentobarbital (Sedalphorte 40 mg/kg) y xilacina como relajante muscular (Procin 7mg/kg), 

y medicación postoperatoria penicilina sódica cristalina/enfofloxacina (5mg/2mg/kg) en 

una sola dosis, y analgésico tramadol (5mg/kg) cada 24 horas durante tres días. La 

eutanasia se aplicó por exposición de CO2. El manejo de los cadáveres y los residuos 

biológico/infecciosos se realizó de acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.  

Los procedimientos en animales fueron aprobados por el Comité de ética (folio 

CE/FESI/012023/1569) y por el Comité de bioseguridad (folio 115) de la FESI. 
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7.1 Diseño experimental.  

El diseño de estudio es una Investigación experimental con las siguientes variables. 

Nombre Tipo de variable 

Condición (Ovariectomia (OVX) o no 
ovariectomía (OLD)) 

Nominal 

Tratamiento recibido Nominal 
Volumen área del defecto (mm3) Continua 
% Volumen de regeneración (mm3) Continua 
Volumen de masa ósea (mm3) Continua 
Grosor de la cortical (mm2) Continua 
Peso (gramos) Continua 
 
Tabla 1. Cuadro de variables 

 

 

Las 40 ratas se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos (n=20) OVX y OLD, mismos 

que se subdividieron en 6 subgrupos (n=4) (Tabla 2). En 4 especímenes OVX y 4 OLD, 

el lado derecho sirvió de sham, y el lado izquierdo de administración de tratamiento, en 

el resto de los especímenes solo se experimentó en el lado derecho, el lado izquierdo 

quedó intacto y nos sirvió de referencia durante el análisis µTC del hueso nativo. 

N = 48 defectos a partir de 40 Ratas Wistar hembra 3 meses de edad 

 
OVX (Ovariectomía) n=24 OLD (Envejecidas a la par) n=24 

T
ra

ta
m

ie
n

to
 

a
d

m
in

is
tr

a
d

o
 Sham-ovx n=4 (lado derecho) Sham-old n=4 (lado derecho) 

ADSC-ovx n=4 ADSC-old n=4 

OST-ovx n=4 OST-old n=4 

PLA-ovx n=4 (lado izquierdo) PLA-old n=4 (lado izquierdo) 

CADSC -ovx n=4 CADSC-old n=4 

COST-ovx n=4 COST-old n=4 
 
Tabla 2. Distribución de los grupos de experimentación 

 

Los procedimientos experimentales fueron los siguientes, al grupo OVX se realizaron 

cirugías de ovariectomía bilateral (ovx); posteriormente al 6° mes post-ovx se llevó a cabo 

la extracción de tejido adiposo subcutáneo, aislamiento y cultivo de ADSC, al 8° mes se 

realizaron cirugías de defecto crítico mandibular y la administración de los tratamientos, 

a los 7 y 30 días posteriores de la cirugía de defecto mandibular se realizaron estudios in 

vivo de µTC, para su posterior análisis, en la Fig. 1 se resumen los procedimientos. 
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Figura 1. Resumen gráfico del diseño experimental. Se muestran los procedimientos realizados a lo largo del 
tiempo, desde el mes cero al mes 8 y al finalizar, y los momentos en los que se realizaron los estudios de microCT. 

Figura 2. Ovariectomía. Vista ventral. Dentro del área con el circulo punteado negro se observa el ovario del lado 

izquierdo, a la derecha se observa el ovario tras ser extraído. La pinza sostiene la tuba uterina 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

 

7.2 Modelo de osteoporosis.  

Al grupo OVX se les realizó ovariectomía bilateral (OVX) para inducción de 

osteoporosis68,86. Se administró anestesia vía intraperitoneal, posteriormente se afeitó el 

área quirúrgica y se desinfectó con cloruro de benzalconio (Antibenzil®). Con mango de 

bisturí del número 3 y bisturí 15, se realizó una incisión (2cm) de una sola intensión en la 

línea media ventral a profundidad cutánea. Para acceder a la cavidad abdominal se cortó 

el musculo con tijera y se realizó disección roma con ayuda de unas pinzas mosquito 

curvas hasta visualizar la zona visceral, luego se separaron los intestinos hasta observar 

los ovarios (Fig. 2). Se ligaron las tubas uterinas en su extremo distal con sutura de seda 

3-0s y se extrajeron los ovarios. Se suturó el musculo con hilo de ácido-poliglicólico 4-0s 

(Vicryl®) con técnica de cruz, y se suturó la piel con puntos simples con hilo de seda 3-

0s.   
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7.3 Obtención, aislamiento y cultivo de ADSC.   

Se obtuvo tejido adiposo subcutáneo inguinal de 4 ratas Wistar hembra (200 +/- 50 g) 

realizando una incisión (2cm) de una sola intensión con bisturí #15 en la zona ventral, 

con disección roma con pinzas de mosco-curvas se tomaron aproximadamente 3gr de 

tejido adiposo (Fig. 3-A). Inmediatamente el tejido se colocó en solución balanceada de 

Hanks 1% (HBSS, Biowest®) (Fig. 3-B). Se suturaron los especímenes con hilo seda 3-

0s con técnica de puntos simples.  

En una cabina de Seguridad Biológica de Clase II tipo A2 (Gabinete de Seguridad 

Biológica Clase II Tipo A2 de acuerdo con la Norma Americana NSF/ANSI 49, EN 12469. 

Modelo LABGARD NU- 540-400 Marca NuAire), el tejido obtenido se lavó 3 veces con 

HBSS 1% (HBSS c/calcio c/magnesio c/sodio, c/bicarbonato, c/rojo fenol, marca: 

Biowest®), y posteriormente, se disgregó  mecánicamente con dos hojas de bisturí del 

#11 sobre caja Petri (Fig. 3-C), para la digestión enzimática se incubó en condiciones 

estándar de cultivo por 45 minutos con 3 ml de colagenasa tipo 1 al 0.01% (Thermo Fisher 

Scientific Gibco®). La actividad de la colagenasa se inactivó en proporción 2:1 con DMEM 

completo (DMEM alto en glucosa enriquecido con glutamina y piruvato de sodio y 

antibióticos Biowest®) que se denomina completo cuando es suplementado con suero 

fetal bovino al 10% (FBS México, USDA, Biowest, USA) y antibiótico al 1% (Antibiótico 

Gibco™, Thermo Fisher Scientific.). A continuación, el tejido, producto de la digestión 

enzimática fue filtrado con micro-malla de poro de 100 µm, y posteriormente, se centrifugó 

a 1040 rpm durante 10 minutos para obtener tres fases: una fase lipídica, una fase acuosa 

y una fase celular (pellet). Se retiró el sobrenadante y se añadieron 3 ml de DMEM 

completo al pellet, se re-suspendió y se centrifugó a 1040 rpm durante 10 minutos, se 

repitió este procedimiento dos veces más (Fig. 3-D). 

El pellet celular se resuspendio en 3 ml de DMEM completo y se sembró en un frasco de 

cultivo de 25 cm2 y se incubó en condiciones de cultivo estándares: 5% de CO2, a 37° C 

y con ambiente húmedo, dentro de la incubadora (NuAire, USA). 

Cuando el cultivo celular llegó a la confluencia (cuando la población celular ocupó el 80% 

de la superficie del frasco de cultivo), se realizaron los subcultivos. 

El procedimiento para el subcultivo fue: lavar el cultivo con HBSS 1% y agregar tripsina 

(tripsina/EDTA al 0.25% en HBSS, Biowest®). Se incubó a 37°C durante 3 minutos, 

posteriormente se inactivó la tripsina con DMEM      completo en proporción 2:1. Se 

centrifugó a 1040 rpm por 10 minutos, se realizó conteo celular y se sembraron las células 

nuevamente, esta vez se toma solo un tercio de las células para cada cultivo nuevo. 
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Figura 4. Equipo para conteo celular. A. Se muestra la cámara Neubauer utilizada. B) Microscopio utilizado PrimoVert Zeiss®. 

 

 

7.4. Conteo celular con cámara Neubauer 

Para el procedimiento de conteo celular, primero se retiró el medio de cultivo y se lavó 

con HBSS 1%, posteriormente, como en el procedimiento de subcultivo las células fueron 

levantadas con tripsina durante máximo 3 minutos, posteriormente se neutralizo la acción 

de la tripsina con DMEM completo, se centrifugo a 1040 rpm durante 10 minutos, y luego 

se re-suspendió el pellet en 1 ml de DMEM completo, del cual, se tomaron 50µl y se 

agregó 50µl de azul de tripano agregados a un tubo tipo eppendorf®, se mezcló bien y, 

con una micropipeta se tomó 10µl y se colocó en la cámara Neubauer (Fig. 4-A) para el 

conteo celular.  

El conteo en la cámara de Nuebauer se realizó en el microscopio PrimoVert Zeiss® 

(Fig. 4-B). Se empleó la siguiente fórmula para la dilución de concentraciones, que es: 

C1*V1=C2*V2    Donde: C1 = es la concentración de la solución que hará un soluto el 

volumen inicial V1; V2 = es el volumen a preparar y C2 = es la concentración de la 

solución final. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 3. Obtención de tejido adiposo y aislamiento de ADSC. A. Tejido adiposo subcutáneo. B) Tejido adiposo en solución de 

Hanks listo para su transportación al cuarto de cultivos del LIO Almaraz. C) Disgregación mecánica del tejido adiposo. D) Pellet 

(señalado en líneas discontinuas) celular en DMEM. 
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7.5. Caracterización de las ADSC.  

Las ADSC aisladas con la metodología que empleamos ya han sido previamente 

caracterizadas y reportadas por Trejo y cols en 202187, y en la tesis de Yudho88. Las 

células ADSC las caracterizaron en cultivo, morfológicamente se observaron cómo 

células alargadas y aplanadas en forma de huso, firmemente adheridas al sustrato, 

similares a fibroblastos y con un núcleo grande y central, que formaban colonias similares 

a CFU-F, con prolongaciones de su citoplasma y varios nucléolos (Fig. 5). 

 

Observaron que las ADSC mantuvieron esta morfología uniforme durante los tres 

subcultivos y desde el cultivo primario alcanzaron la confluencia entre los días 7 y 9 de 

cultivo. Las células de cultivo fueron positivas a los marcadores específicos CD73, CD90 

y CD105 y Vimentina (Fig. 6). 

También mostraron positividad a ensayos adipodiferenciación y ostediferenciación, a este 

último ensayo se realizaron tinciones de fosfatasa alcalina (ALP) y Von Kossa, igualmente 

positivos. 

 

 

Figura 5. ADSCs primer subcultivo. (a) Observación en microscopio invertido 40x. (b) fotografía en microscopia electrónica de 

barrido, 129X. Tomada de: Yudho R. 2017 
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La inducción de las ADSCs a la diferenciación osteogénica cultivadas en medio de cultivo 

osteogénico produjo cambios en su morfología desde las 96 h observándose una forma 

cuboide con un núcleo central y un solo nucléolo visible, la velocidad de división celular 

disminuyó por lo que tardaron más en llegar a confluencia. Las células secretaron 

cristales de calcio extracelular indicado por la presencia de nódulos de mineralización 

observados macroscópicamente, esto fue comprobado a 21 días por medio de la tinción 

de rojo de Alizarina, mientras que no se observó calcificación en las células 

suplementadas con el medio control (Fig. 7) 

 

 

 

Figura 7. Inducción osteogénica de las ADSCs a través de un medio de cultivo osteogénico. a) Evidencia microscópica, se observan 

nódulos de mineralización, desde el día 7. 4X. b) Se observan nódulos de mineralización teñidos con rojo de alizarina a los 21 días 

de diferenciación. 40X. c) Macroscópicamente, se observan nódulos de mineralización al día 21 en cultivo con medio de inducción 

osteogénica. Tomada de: Yudho R. 2017 

Figura 6.  Se observa prueba con inmunohistofluorescencia. A) Se observa la expresión de CD90 con Cy3 (marcaje en rojo y los 

núcleos fueron contrastados con DAPI (azul). B) Expresión positiva de Vimentina con marcaje con FITC (verde) 63X. Tomada de: 

Yudho R. 2017 
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También evaluaron la viabilidad y proliferación por medio de MTT, evaluado a 1, 2, 3, 4, 

7, 10, 11 y 14 días, la absorbancia medida fue a 540 nm, que es directamente 

proporcional a la viabilidad y proliferación de las células. Demostrando así su capacidad 

proliferativa y de autorrenovación. Se obtuvo una gráfica ascendente (Fig. 8).   

7.6. Diferenciación al linaje osteogénico.  

Para llevar a cabo la inducción al linaje osteogénico, 5 días después del primer subcultivo, 

un número de células aproximadamente 350,000 a 400,000 se cultivaron en medio 

osteogénico de acuerdo con el protocolo de Zuk y cols89: DMEM, FBS 10%, 

suplementado con dexametasona 0.1 µM, ascorbato-2-fosfato 50 µM, β glicerolfosfato 10 

Mm, 1% antibiótico y antimicótico. Se realizó cambio de cultivo cada 3 días durante 14 

días. En el día 7, las células del grupo COST fueron sembradas en la superficie del L-

PLA y se dejaron en cultivo con él durante 7 días más para hacer un total de 14 días en 

MO.  

7.7. Terapia celular con ADSC.  

Se tomaron y contaron aproximadamente entre 45 000 y 50 000 células vivas para cada 

espécimen de estos grupos, las células se centrifugaron a 1040 rpm durante 10 minutos 

para obtener un pellet que fue traslado en hielo a -20 grados inmediatamente antes de 

su colocación de los defectos mandibulares.  

Se realizó el defecto, se inhibió el sagrado con una gasa estéril y se colocaron 

directamente en él las células in situ, dejaron reposar durante 5 minutos y se procedió al 

cierre de la herida quirúrgica.  

Figura 8. Resultados del ensayo de MTT para determinar la viabilidad y proliferación de las células obtenidas. Tomada de: Yudho 

R. 2017 
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7.8. Terapia celular con OST.  

Después de 14 días de inducción osteogénica, las células se levantaron y se contaron 

aproximadamente entre 40 000 y 45 000 células vivas para cada espécimen de estos 

grupos, las células se centrifugaron a 1040 rpm durante 10 minutos para obtener un pellet 

que fue traslado en hielo a -20°C inmediatamente antes de su colocación de los defectos 

mandibulares.  

Se realizó el defecto, se inhibió el sagrado con una gasa estéril y se colocaron 

directamente en él las células in situ, dejaron reposar durante 5 minutos y se procedió al 

cierre de la herida quirúrgica.  

7.9. Membranas de PLA.  

Se obtuvieron membranas nanofibrilares de PLA 10%, donadas por el Laboratorio de 

Bioingeniería de Tejidos, Facultad de Odontología, UNAM, dirigido por el Dr. Marco 

Antonio Álvarez Pérez. Se fabricaron con 10 g de PLA, 75 ml de cloroformo y 25 ml de 

etanol y sintetizadas mediante hilado jet-air, que ya han sido caracterizadas57.  

7.10. Procesamiento de las membranas de PLA.  

Las membranas de PLA se cortaron en rectángulos de 4x3 mm y se esterilizaron por 

exposición a UV por 30 minutos. Posteriormente, se colocaron en una placa de 96 pocillos 

con medio de cultivo y se incubaron en condiciones estándar por 7 días.  

A los grupos PLA se les implantó un andamio constituido por tres membranas recortadas 

con las medidas antes mencionadas (Fig. 4-A). El caso es que en los constructos se 

sembraron las células y luego ya se colocaron como injertos en el defecto. 

A los grupos CADSC se sembraron aproximadamente 1,250 ADSC mm2 en tres 

membranas de PLA al llegar a confluencia en el tercer subcultivo, a COST se les sembró 

aproximadamente 45,000 células (1250xmm2), y luego se incubaron 7 días más para 

promover la adhesión de al L-PLA. Justo antes de implantar los constructos al defecto de 

los especímenes, se sacaron los andamios sembrados de la incubadora, se les quito el 

medio de cultivo y se colocaron capa sobre capa, tres membranas a modo de “sándwich” 

sembrados de células para dar forma al diseño de constructo en 3D. (Fig. 9-B ). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Diseño del andamio. A) Andamio colocado en los grupos CADSC y COST tanto OVX como OLD, consta de tres capas de 

PLA, entre cada capa se sembraron aprox 15,000 células, dando un total de 45,000 células por andamio. B) Andamio colocado en 

los grupos PLA-ovx y PLA-old 
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7.11. Diseño quirúrgico del defecto óseo mandibular.  

A los 8 meses post-ovx se llevaron a cabo las cirugías de defecto mandibular. Se realizó 

una incisión de 1.5cm a lo largo del borde inferior izquierdo de la mandíbula y se 

diseccionó con punta roma para separar delicadamente los músculos masetero y 

buccinador y exponer el hueso. Con micromotor y fresa de bola del #1/10 mm a baja 

velocidad (<1000 rpm) y abundante irrigación de cloruro de sodio pH 7, se realizó un 

defecto debajo de la línea oblicua externa (4x3x1 mm3) (Fig. 10). 

Se administraron dentro del defecto los diferentes tratamientos (Tabla 3). En 4 

especímenes OVX y 4 OLD, el lado derecho sirvió de sham, y el lado izquierdo de 

administración de tratamiento, en el resto de los especímenes solo se experimentó en el 

lado derecho 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamiento Descripción 

Sham Realización de defecto sin tratamiento 

ADSC Administración de ADSC sin diferenciar 

OST Administración de ADSC osteodiferenciadas 

PLA Colocación de andamio tricapa de membranas de PLA 

CADSC Andamio tricapa con ADSC sembradas sin diferenciación 

COST Andamio tricapa con ADSC osteodiferenciadas 

Tabla 3.  

 

 

 

Figura 10. Cirugía de defecto crítico mandibular. A la izquierda se observa el defecto quirúrgico vacío, a la derecha se observa el 

defecto con la implantación de andamio de PLA 
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7.12. Adquisición de las microtomografías.  

Los estudios se realizaron in vivo con el microtomógrafo Albira® (Fig. 11) en la modalidad 

µTC, de la Unidad de Investigación Biomédica en cáncer de INcan/UNAM. Los 

especímenes fueron anestesiados con isoflurano/oxígeno a 20% v/v. Los parámetros de 

la microtomografía fueron 35kv, 0.4mA, 600 movimientos y 1000 proyecciones sobre 

360°, alta resolución, alta definición y alto voltaje 

 

 

  

Figura 11. Microtomógrafo Albira® de la Unidad de Investigación Biomédica en cáncer INcan/UNAM que se empleó para la 

adquisición de las imágenes µTC. 
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7.13. Procesamiento y análisis de las microtomografías.  

Se utilizó el software Horos® para el procesamiento y análisis de las tomografías. Primero, 

se ubicó espacialmente la región de interés (ROI) en las reconstrucciones en 3D (Fig. 

12), la ROI corresponde al área del defecto quirúrgico mandibular (Fig. 13-F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posteriormente, se exploraron los cortes microtomográficos en 2D con vista frontal para 

hallar la parte más anterior del defecto y comenzar a marcar cuidadosa y manualmente 

la ROI, se tomaron como referencia los valores HU del hueso del lado mandibular sin 

defecto, los valores mayores a 10,000 HU corresponden al hueso maduro, por lo tanto, 

los valores por debajo de 10,000 no se consideraron hueso (Fig. 14). Dicho procedimiento 

se llevó a cabo, en promedio, 36 veces por archivo, correspondiente a cada corte µTC en 

el que se encontraba el defecto. 

Figura 12. Reconstrucción 3D del cráneo de rata. A) Vista lateral derecha, se puede visualizar el defecto quirúrgico, B) Vista 
frontal. 

Figura 13. Vista lateral 3D de la hemimandíbula derecha. A) Proceso coronoides, B) Proceso condilar, C) Proceso angular, D) 
Molares, E) Línea oblicua externa, F) ROI = Defecto quirúrgico, G) Incisivos, H) Foramen mentoniano I) Proceso o protuberancia 
mental, J) Escotadura sigmoidea 

F 
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Figura 14. Corte frontal 2D. En amarillo se muestran los límites del defecto, el valor máximo (Max) no debe exceder 10,000 UH. 
El punto 1 (morado) corresponde al hueso maduro de la hemimandíbula contraria, los valores deben ser mayores a 10,000. El 
punto 2 (verde) muestra un punto dentro del defecto, los valores deben ser inferiores a 10,000. El punto 3 (rojo) señala el hueso 
adyacente al defecto óseo, valor> 10,000. El punto 4 (azul) muestra área del defecto contiguo a hueso, su valor debe ser >10,000.  

Figura 15. Comparación de las estructuras anatómicas y de la ROI. A la izquierda vista frontal 2D de un corte de la hemimandíbula. 

A la derecha, una reconstrucción 3D. Se señalan las estructuras comunes. C) Proceso angular, D) Molares, E) Línea oblicua externa, 

F) ROI = Defecto quirúrgico, G) Incisivo 
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Al delimitar la ROI de cada corte tomográfico, se generó un modelo 3D del volumen del 

defecto con sus valores en mm³ (Fig. 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.13.1. Cálculo del volumen de regeneración.  

Primero se obtuvo el volumen de regeneración (Vol. Reg), que es la diferencia entre el 

volumen inicial (7 días) y final (30 días) de los defectos.  

                            Volumen de regeneración = Volumen inicial – Volumen final 

Después se calculó el porcentaje de regeneración (% Reg), de la siguiente forma:  

 

 

 

7.13.2. Cambios en la integridad ósea.  

Para la evaluación de cambios cuantitativos y cualitativos en el tejido óseo entre OVX y 

OLD, se midió el grosor cortical y la masa ósea total mandibular (Fig.17 y 18).  

7.13.3. Medición masa ósea.  

Se implementó el parámetro al que denominamos: masa ósea, la definimos como la 

cuantificación volumétrica, que incluye tanto a hueso cortical como trabecular, del total 

de las estructuras con la radiodensidad mínima (UH) necesaria para ser consideradas 

hueso en una región particular, en este caso la región fue una zona mandibular rica en 

hueso trabecular. 

La región fue delimitada de la siguiente manera: se dibujó el plano 1, que va de la parte 
más posterior e inferior del foramen mentoniano al punto más posterior del proceso 
angular (Fig. 17-A1), el plano 2 se dibujó del punto más inferior del proceso o 
protuberancia mental al punto más cóncavo de la escotadura sigmoidea (Fig. 17-A2), el 
plano 3 delimitado en la parte superior y anterior por el proceso alveolar de la pared 

% Regeneración =  

Volumen de regeneración  x  100 

 

Volumen inicial  

Figura 16. Reconstrucción 3D del volumen de defecto óseo. A) Vista lateral externa del defecto exhibiendo superficie externa. B) 
Vista frontal del defecto, C) Vista lateral con superficie interna 
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mesial del primer molar hasta encontrarse con el punto del foramen mentoniano (Fig. 17-
A3), y el plano 4 fue dibujado paralelo al plano 1 desde donde comienza el proceso 
alveolar, que casi siempre coincide con la línea amelocementaria de los molares hasta 
converger con los planos 2 y 3 (Fig. 17-A4), de esta manera al unir los 4 planos se formó 
una figura geométrica similar a un romboedro o paralelepípedo oblicuo. 

Una vez delimitada esta región, solo se seleccionaron las estructuras con valores por 
arriba de 10,000 HU y luego, se excluyeron las estructuras dentarias (Fig. 17-C), a partir 
de esa región se generó un modelo 3D que arroja los valores del volumen de la masa 
ósea, los cuales fueron cuantificados y también, cualitativamente nos permite visualizar 
el grosor y la interconexión trabecular. 

7.13.4. Grosor cortical mandibular.  

Las mediciones se realizaron a los 30 días, y se tomó la porción más prominente de la 

línea oblicua externa, y se midió en corte 2D en mm2 (Fig. 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Medición volumen de la masa ósea. A. Trazado (rojo) para determinar la región de la masa ósea interés (verde), los 

números indican el plano. B) Vista lingual del área de la masa ósea. C) Vista frontal de un corte 2D de la ROI trazada para medir 

hueso trabecular y cortical. 
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7.14. Análisis estadístico.  

El análisis estadístico se llevó a cabo en GraphPad Prism 10. Se aplicó Kruskal-Wallis 

para evaluar diferencias en los valores de porcentaje de regeneración final entre todos 

los grupos, y como post hoc prueba de Dunn pareadas. Para comparar el volumen inicial 

de los defectos entre todos los grupos se utilizó Kruskal-Wallis. Se utilizó la prueba Mann-

Whitney para comparar: los valores del grosor de la cortical entre especímenes OVX y 

OLD, así como para comparar la masa ósea entre especímenes OVX y OLD, para 

comparar el porcentaje de regeneración volumétrica de los defectos entre grupos OVX y 

OLD, y también para comparar los pesos (gramos) entre ratas OVX y OLD. 

 

  

Figura 18. Medición de grosor de cortical. A. Vista 2D frontal, la línea roja mide en milímetros el grosor de la línea oblicua externa. 

B) Vista 3D lateral donde se observa el punto donde se encuentra la medición del grosor 
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8. Resultados.  

8.1. Aislamiento y cultivo de ADSC. 

Se obtuvieron las células aisladas derivadas del tejido adiposo subcutáneo (Fig. 19).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. A) 1er subcultivo a 24 hrs. B) 2° subcultivo 7 días en DMEM. C). Primer subcultivo osteoinducidas a los 7 días (20x)          

D) Segundo subcultivo osteinducidas a los 4 días (20x) 
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8.2 Cambios en el peso entre OVX y OLD.  

En el grupo OVX el peso final fue de �̅�=427.26g, DE =56.65, y en el OLD �̅�=382.18g, 

DE =7.7. En la Fig. 20 se muestra la gráfica de los pesos 

  

Figura 20. Comparación de los pesos entre especímenes OVX y OLD. **=p<0.01 
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8.3. Microtomografías. 

Se obtuvieron 52 archivos DICOM, correspondientes a los estudios µTC a los 7 y 30 días 

de 26 especímenes de todos los grupos de experimentación. Se descartaron del análisis 

los archivos DICOM que no tenían la claridad suficiente para visualizar las 

reconstrucciones 3D, posiblemente debido a movimiento de la rata durante la toma, o 

porque las ratas murieron por factores externos antes de la toma del estudio a los 30 

días, por lo que sus archivos a 7 días se excluyeron del análisis. 

De cada archivo DICOM se obtuvieron los valores en milímetros cúbicos (mm³) del área 

del defecto quirúrgico, y de la masa ósea (Fig. 21), así como de los valores en milímetros 

cuadrados (mm2) del grosor de la cortical de la línea oblicua externa, en la tabla 4 se 

agrupan los valores. 

 

8.3.1. Volumen inicial de los defectos quirúrgicos.  

En el grupo OVX el volumen inicial (7 días) fue de �̅�=8.1 mm2, DE =1.2, y en el OLD �̅�=6.6 

mm2, DE =0.9. 

8.3.2. Masa ósea y grosor de la cortical.  

Para el grupo OVX, el volumen de la masa ósea fue de �̅�=30.29 mm³, DE =4.4 y el grosor 

de la cortical de �̅�=1.12 mm³, DE =0.17. En el grupo OLD la masa ósea fue de �̅�=32.07 

mm³, DE =3.04, el grosor cortical fue de �̅�=1.07 mm³, DE =0.17. 

Figura 21. A) Se muestra la región de la masa ósea en vista lateral. B. Vista lateral de la masa ósea recortada. C. Vista inferior de 

la masa ósea de la ROI. 
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8.3.3. Reconstrucciones 3D del área del defecto.  

Las reconstrucciones volumétricas generadas a partir de la ROI coinciden en tamaño y 

forma con los defectos quirúrgicos. En la Fig. 22 se muestra una reconstrucción 3D del 

área del defecto dentro del defecto quirúrgico mandibular.  

8.3.4. Porcentaje de regeneración volumétrica de los defectos.  

Los porcentajes de regeneración final en los grupos OVX fueron: en sham 15.6%, los 

grupos con mayor porcentaje fueron ADSC (71.4%) y PLA (66%). Los grupos con el 

menor porcentaje fueron OST (22.2%), CADSC (27.4%) y POST (15.6%). 

En los grupos OLD: sham (16.8%), los grupos con mayor porcentaje fueron ADSC 

(77.4%), PLA (67.5%) y CADSC (78.6%). Los grupos con menor desempeño fueron OST 

(37%) y POST (3.5%). 

En la Fig. 23 se muestra una gráfica con los porcentajes de regeneración por grupo. 
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Tabla 4. Se muestran los valores obtenidos tras el análisis de las microtomografías. La numeración de espécimen es para 

identificación.  Las mediciones de la masa ósea y el grososr cortical fueron a los 30 días. (Vol. Reg mm³ = Volumen regenerado en 

milímetros cúbicos, es la diferencia entre el volumen del defecto a los 7 días y a los 30 días. %Vol. Reg = Porcentaje volumétrico de 

regeneración, se calcula Vol. Reg mm³ x 100 / Volumen defecto 7 días.  �̅� % Vol. Reg = media grupal del porcentaje de 

regeneración 
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A B 

C 

Figura 22.  Reconstrucción volumétrica de los defectos. A) Se observa el defecto quirúrgico. Se muestra la reconstrucción 3D del 

área del defecto reconstruido dentro del defecto, vista lateral B) e inferior C)  

Figura 23. Se muestran los porcentajes de regeneración volumétrica de cada grupo. Las líneas muestran las comparaciones 

pareadas con diferencia estadística (* = p>0.5) 
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9. Análisis de resultados. 

9.1. Volumen inicial de los defectos quirúrgicos.  

El volumen inicial (7 días) de los defectos no demostró diferencia significativa entre los 

grupos. Lo cual nos indica que los especímenes iniciaron experimentación con un defecto 

quirúrgico estandarizado y en las mismas condiciones.  

9.2. Volumen de masa ósea.  

Los valores en mm3 de masa ósea en el grupo OVX (�̅�=30.29, DE =4.43) fueron 

ligeramente menores que los del grupo OLD (�̅�=32.06, DE=3.04) pero sin diferencia 

estadística entre ellos. Visualmente es posible observar diferencias en la arquitectura 

trabecular entre especímenes OVX y OLD (Fig. 24).  

 

 

9.3. Grosor cortical.  

Los valores en mm2 del grosor de la cortical ósea fue fueron levemente más altos en el 

grupo OVX (�̅�=1.11, DE=0.17) que en el OLD (�̅�=1.07, DE=0.17), no se identificó 

diferencia significativa. 

 

Figura 24. Vista inferior de la masa ósea de un espécimen OLD (A)  y un OVX (B) 
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9.4. Porcentaje de regeneración volumétrica de los defectos entre grupos OVX y 

OLD. 

 No se encontró diferencia significativa en los porcentajes de regeneración entre OVX y 

OLD, lo cual indica que los diferentes tratamientos actúan de forma similar tanto en los 

especímenes OVX como en los OLD. 

9.5. Porcentaje de regeneración volumétrica final de los defectos.  

Se observó diferencia significativa global (p<0.05) en los porcentajes de regeneración 

final entre todos los grupos. 

Comparaciones de Dunn pareadas. Las comparaciones pareadas con la prueba post 

Hoc de Dunn mostraron las siguientes diferencias estadísticamente significativas (Fig. 

23). 

Entre los grupos OVX:  

• Existe diferencia significativa entre sham-ovx y ADSC-ovx. 

• Los grupos ADSC-OVX y PLA-OVX son significativamente mayor en comparación con 

COST- OVX. 

Entre los grupos OLD: 

• Existe diferencia significativa entre sham-OLD, y los grupos ADSC-OLD y PLA- OLD 

• Los grupos ADSC-OLD, PLA-OLD y PLA-ADSC-OLD, son significativamente mayor 

en comparación con COST- OLD. 

9.6. Comparaciones descriptivas de los porcentajes de regeneración.  

Los especímenes sham-OVX y sham-OLD presentaron porcentajes de regeneración final 

similares (15.6% y 16.8%, respectivamente). 

Los tratamientos ADSC (71.4%) y PLA (66%) del grupo OVX, tuvieron un comportamiento 

similar a los tratamientos de su contraparte OLD, ADSC (77.4%) y PLA (67.5%). 

Los tratamientos OST y POST tuvieron el mismo comportamiento que sham, tanto en 

especímenes OVX como OLD. 

El porcentaje de regeneración de los tratamientos CADSC (78.6%) y OST (37%) en el 

grupo OLD fue ligeramente mayor que en los tratamientos CADSC-OVX (27.4%) y OST-

OVX (22.2%), pero sin diferencia estadísticamente significativa. 

El tratamiento COST-OVX (15.6%) regeneró levemente más volumen que COST-OLD 

(3.5%), pero sin diferencia estadística. 

9.7. Cambio de peso entre OVX y OLD.  

Existió diferencia estadísticamente significativa (p<0.01) entre las ratas OVX y OLD. 

Siendo las OVX las que mostraron mayor incremento de peso. 
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9.8. Crecimiento vertical del defecto.  

También es posible observar que los grupos con mejor desempeño, ADSC, PLA (tanto 

OVX como OLD) y CADSC-OLD, logran regenerar tejido en sentido vertical, como se 

puede observar en la Fig. 25. Los grupos OST y COST carecen de esta característica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25. Crecimiento vertical del defecto. Se muestra la vista inferior de la zona del defecto a los 7 días (lado 

izquierdo) y a los 30 días (lado derecho) de especímenes representativos. En los grupos ADSC-OVX, PLA-OVX, ADSC-

OVX y CADSC-OLD un buen crecimiento vertical, a diferencia del grupo OST-PVX donde el crecimiento vertical fue 

casi nulo. 

Sham-OVX 

OST-OVX 

ADSC-OLD

CADSC-OLD
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9.9. Descripción morfológica del tejido regenerado en el defecto quirúrgico.  

Los especímenes OVX que no recibieron tratamiento (Sham-ovx, Fig.26) mostraron una 

capacidad de regeneración limitada. A los 30 días es posible observar regiones óseas 

que forman una especie de escalón en el borde superior del defecto (flecha roja de doble 

cabeza). Las fechas azules muestran área de formación de tejido en los bordes del 

defecto, particularmente observable en la región posterior del defecto. 

De los grupos OVX, en general, ADSC-OVX fue el que mostró una mayor regeneración 

a lo largo y ancho del defecto, y con un crecimiento vertical mayor. Un espécimen (Fig. 

26) de este grupo logró 91.4% de regeneración y mostró bastante crecimiento vertical, 

pero con algunas irregularidades en su superficie (flecha roja de una cabeza). En otro 

espécimen de este grupo la regeneración fue de 54.34%, sin embargo, muestra indicios 

de regeneración moderada de volumen en borde superior, además se aprecia un patrón 

de regeneración de volumen diagonal, por lo que es posible que pudiera haber continuado 

con su proceso de regeneración.  

En tanto, uno de los tratamientos más deficientes en términos de porcentaje, OST-OVX 

(Fig. 26), mostró una leve disminución a lo largo y ancho del defecto, pero es posible 

observar zonas de regeneración (flechas azules), el crecimiento vertical fue pobre.  

A su vez, el grupo PLA-OVX, en dos especímenes se observa un crecimiento a lo largo 

y ancho del defecto, uno de ellos con excelente crecimiento vertical, aunque con algunas 

irregularidades en su superficie (flechas rojas) (Fig. 27). Un espécimen de este grupo 

mostró un desempeño deficiente, con una pequeña reducción a lo largo y ancho del 

defecto, pero con mínimo crecimiento vertical.  

En general, el tratamiento CADSC-OVX mostró una capacidad de regeneración limitada, 

particularmente en sentido vertical, es posible observar disminución a lo largo y ancho de 

los defectos. Con excepción del borde superior en un espécimen que muestra un patrón 

diagonal (Fig. 27), los bordes del defecto se observan verticales con respecto a su base, 

por lo que es posible que la capacidad regenerativa de este tratamiento no hubiese sido 

suficiente de continuar. 

El tratamiento COST-OVX (Fig. 37) tuvo una capacidad de regeneración deficiente, es 

posible observar el crecimiento de pequeños escalones en el borde superior del defecto 

(felchas rojas de doble cabeza). Casi no es posible observar disminución en el tamaño 

del defecto, el crecimiento vertical fue casi nulo.  
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Figura 26. Grupos OVX. Se muestra la vista lateral de los defectos de especímenes representativos para cada grupo, Sham, 

ADSC y OST. Las flechas azules de doble cabeza indican regeneración a lo largo de la zona de la línea oblicua externa, las 

flechas rojas de una cabeza indican zonas con poco volumen de regeneración. Las flechas rojas de doble cabeza indica un 

patrón de regeneración en forma de “escalón”. 
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Figura 27. Grupos OVX. Se muestra la vista lateral de los defectos de especímenes representativos para cada grupo, PLA, 

CADSC y COST. Las flechas azules de doble cabeza indican regeneración a lo largo de la zona de la línea oblicua externa, las 

flechas rojas de una cabeza indican zonas con poco volumen de regeneración. Las flechas rojas de doble cabeza indica un 

patrón de regeneración en forma de “escalón”. La flecha verde de doble cabeza indica una zona con crecimiento en  patrón 

diagonal. 
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Por otra parte, en los especímenes OLD, el grupo Sham-OLD (Fig. 32) mostró una 

capacidad de regeneración escaza. Se observan escalones de regeneración (flecha roja 

de doble cabeza) en el borde superior del defecto. El crecimiento vertical fue casi nulo, y 

no se aprecia una disminución importante del defecto.  

El grupo ADSC-old fue uno de los tratamientos que exhibió regeneración mayor a lo largo 

y ancho del defecto y por tanto una considerable disminución en el tamaño del defecto. 

Un espécimen (Fig. 33) de este grupo logró 91.1% de regeneración y mostró un buen 

crecimiento vertical, pero irregularidades en la superficie (flechas rojas), particularmente 

en la región inferior.  

Al igual que en OVX, el grupo OST-old (Fig. 34) tuvo un desempeño reducido, es posible 

observar una leve disminución a lo largo y ancho del defecto. El crecimiento vertical fue 

pobre.  

El otro tratamiento en el que se observó un mayor porcentaje de regeneración fue PLA-

OLD. Dos especímenes mostraron abundante crecimiento vertical, uno de ellos con 

irregularidades en su superficie como en forma de cráter, el otro espécimen con una 

superficie más uniforme, pero con menor volumen en la región inferior (Fig. 35). La rata 

restante, a pesar de tener un buen volumen de regeneración, mostró una formación de 

tejido muy irregular, y con una especie de excresencia ósea en la parte inferior del 

defecto.  

A diferencia de los especímenes OVX, el espécimen OLD que recibió constructo con 

células ADSC (CADSC-OLD, Fig. 36) tuvo un buen porcentaje de regeneración y se 

observa una importante disminución en el tamaño del defecto a lo largo y ancho, el 

crecimiento vertical fue bueno y con una superficie uniforme, aunque con una disminución 

de altura en la zona anterior y media del defecto (flecha roja). 

En cuando al grupo COST-OLD (Fig. 37), tuvieron una regeneración pobre, casi no se 

observan diferencia en el tamaño y forma de los defectos, el crecimiento vertical se 

observa prácticamente nulo, aunque se pueden apreciar zonas de regeneración (flechas 

azules) y también un escalón de regeneración (flecha roja de doble cabeza). 

Ir a Anexos para ver las comparaciones del resto de los especímenes por grupo.  
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Figura 28. Grupos OLD. Se muestra la vista lateral de los defectos de especímenes representativos para cada grupo, Sham, 

ADSC y OST. Las flechas azules de doble cabeza indican regeneración a lo largo de la zona de la línea oblicua externa, las 

flechas rojas de una cabeza indican zonas con poco volumen de regeneración. Las flechas rojas de doble cabeza indica un 

patrón de regeneración en forma de “escalón”. La flecha verde de doble cabeza indica una zona con crecimiento en  patrón 

diagonal. 
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Figura 29. Grupos OLD. Se muestra la vista lateral de los defectos de especímenes representativos para cada grupo, PLA, 

CADSC y COST. La flecha roja de una cabeza indican zonas con poco volumen de regeneración. La flecha roja de doble cabeza 

indica un patrón de regeneración en forma de “escalón”.  
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10. Discusión. 

En esta tesis se evaluó el potencial regenerativo de un constructo constituido por un 

andamio de ácido poliláctico y ADSC con y sin inducción osteogénica, implantado dentro 

de un defecto óseo mandibular en un modelo de osteoporosis por ovariectomía bilateral. 

Se realizó cirugías de OVX en especímenes de al menos 3 meses de edad, ya que se ha 

mostrado ser efectiva la inducción90, puesto que ya han alcanzado madurez sexual y 

ósea, por lo que es un modelo adecuado para estudiar pérdida ósea postmenopáusica. 

Tras 8 meses de la OVX los especímenes se consideraron osteoporóticas, elegimos este 

tiempo, ya que fue el tiempo en el que observamos claras diferencias radiográficas entre 

los grupos OLD y OVX (imágenes no mostradas), esto contrasta con otros estudios que 

reportaron que los especímenes muestran evidencia de osteoporosis a las 6 

semanas91,92, 2 meses78 y 3 meses77, sin embargo, hay evidencia de que los efectos de 

la osteoporosis son más evidentes entre los meses 6 y 9 post-ovx69. Además, cuando 

comparamos la ganancia de peso de las ratas al final de nuestro experimento, demostró 

ser significativamente mayor en las ratas OVX, lo cual es un efecto derivado de los 

cambios metabólicos tras la ovariectomía y que se asocian al establecimiento del modelo 

de osteoporosis70. 

Empleamos un diseño quirúrgico de defecto óseo mandibular de tamaño crítico que ya 
ha sido previamente caracterizado80 y que no genera un riesgo en la vida de los 
especímenes estudiados, y tampoco compromete estructuras anatómicas que pueda 
causar una morbilidad asociada. Contar con un defecto crítico óseo estandarizado y 
apropiado para la aplicación clínica, como el usado en este estudio, nos permite tener 
resultados que pueden ser trasladables a la clínica (con humanos). Pues el defecto 
empleado es comparable con la pérdida ósea que se da en los humanos en la 
periodontitis donde ocurre una pérdida de altura ósea con una base horizontal y 
perpendicular a las paredes del defecto93 y que se han visto también en pacientes con 
osteoporosis94.  

En 2019, Liu y cols79 llevaron estudios anatómicos y de µTC en la mandíbula con la 
finalidad de estandarizar un defecto óseo adecuado, el defecto que estandarizaron 
coincide en forma rectangular y localización anatómica con el defecto estandarizado por 
Trejo y cols80, mismo que aquí empleamos. En el presente trabajo, el tamaño inicial de 
los defectos óseos que realizamos no mostró diferencia estadística entre los grupos, lo 
cual indica que los especímenes iniciaron experimentación con un defecto quirúrgico del 
mismo tamaño y con el que es posible comparar diferentes tratamientos. Además, se 
refuerza la validez del defecto, pues los grupos que no recibieron tratamiento mostraron 
una casi nula regeneración volumétrica.  

Otros diseños de defecto quirúrgico mandibular utilizados para estudiar regeneración en 
Op, como los defectos de tipo circular95–97, que contrastan con nuestro defecto, en donde 
es posible evaluar tanto el largo y ancho, así como el crecimiento vertical, elemento es 
de suma importancia en la aplicación clínica odontológica, donde se busca un soporte 
óseo suficientemente alto para tratamientos de carácter rehabilitador98, además, este 
defecto se encuentra en una zona compleja que sirve para valorar el potencial de los 
tratamientos para regenerar con una forma anatómica adecuada.  
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En esta tesis se utilizó la µTC como método de análisis in vivo para evaluar la 

regeneración ósea de los tratamientos, así como para evaluar si la Op influía en el grosor 

cortical y de la masa ósea de la mandíbula. Nuestros resultados muestran que el grosor 

de la cortical ósea en el área de la línea oblicua externa no exhibió cambios a lo largo del 

tiempo (9 meses) entre los grupos OVX y OLD, lo cual es consistente con los reportado 

por Hsu y cols99 que evaluaron el grosor mandibular en la misma región que nosotros 

estudiamos en esta tesis, en tanto que si se observaron diferencias cuando analizamos 

la arquitectura trabecular entre especímenes OVX y OLD (Fig. 24). 

La resolución obtenida en nuestras µTC (125 micras) brinda suficiente detalle para 

evaluar con precisión los cambios volumétricos tanto en los defectos quirúrgicos como 

en el volumen óseo total, sin embargo, no lo suficiente como para poder medir a detalle 

el grosor o número de las trabéculas óseas mandibulares, es por ello que empleamos el 

parámetro al que denominamos: “masa ósea” que es la cuantificación volumétrica del 

total de las estructuras con la radiodensidad (HU) mínima necesaria para ser considerado 

hueso en una región particular, este total incluye tanto a hueso cortical como trabecular, 

proponemos que sea un término que se continúe empleando como una herramienta en 

el análisis de la regeneración ósea mediante µTC, y particularmente en casos donde la 

resolución no permite un análisis detallado de la microarquitectura. 

Utilizando este parámetro observamos que la masa ósea del grupo OVX muestra valores 
volumétricos inferiores en comparación con el grupo OLD, y aunque el análisis estadístico 
no encontramos diferencias significativas entre ambos, en nuestro análisis morfológico 
son evidentes cambios morfológicos en los especímenes OVX, mismos que se ven 
manifestados en un hueso trabecular delgado, discontinuo, con espacios amplios entre 
las trabéculas y con poca interconexión entre ellas. Hsu y cols99 y Lee y cols100 realizaron 
ovariectomía en ratas, y mediante µTC evaluaron la microarquitectura del hueso 
trabecular mandibular, ambos reportaron disminución significativa del grosor, volumen y 
separación trabecular en los grupos ovariectomizados en comparación con los grupos 
control.  

En esta tesis se aislaron células troncales derivadas de tejido adiposo subcutáneo 

inguinal, ya que se ha observado que en ratas este tejido adiposo es fuente de ADSC, 

además, las células aisladas de TA inguinal muestran mayor plasticidad celular a 

diferencia del TA visceral101. No se observaron reacciones adversas en nuestros 

especímenes tras implantarles las células alogénicas, esto debido a que las ADSC han 

mostrado poseer capacidad inmunomoduladora similar a cualquier otra MSC proveniente 

de otros tejidos41, por lo que su uso de forma alogénica no provoca daño, y por el 

contrario, ejercen actividad inmunomoduladora para favorecer el proceso regenerativo. A 

las células osteoinducidas se les mantuvo en medio osteogénico por 14 días, se ha 

reportado que  a partir de los 7 días comienza la expresión de genes asociados a la 

diferenciación osteogénica, pero alcanzan un mayor nivel de expresión a los 14 días sin 

mostrar mayor expresión a los 21 días102.  

También existe evidencia que sugiere que dependiendo del origen de las MSCs, estas 

células tendrán respuestas biológicas distintas, por ejemplo: ADSC aisladas de individuos 

que padecen Op mostraron poseer una buena capacidad de osteodiferenciación y la 
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expresión de marcadores osteogénicos, a diferencia de las BMSC, también provenientes 

de estos individuos que padecen Op, en las que encontraron una disminución en la 

expresión de marcadores osteogénicos, y una tendencia a expresar mayores niveles de 

citocinas proinflamatorias. Este comportamiento de las ADSC nos incentivó en el 

desarrollo de esta tesis, ya que existe evidencia de su alto potencial regenerativo óseo. 

Jin y cols103, compararon el potencial regenerativo de las ADSC vs PDLMSCs (células 

troncales derivadas de ligamento periodontal) cuando las implantaron in situ sembradas 

en un hidrogel, como en nuestra metodología, en  un defecto mandibular en ratas, al 

término de 6 semanas observaron que las ADSC mostraron mayor capacidad de 

regeneración ósea. 

Los grupos ADSC tuvieron significativamente mejor desempeño que los grupos sham y 

OST, y a su vez, sham y OST tuvieron la misma efectividad, tanto en OVX como en OLD. 

Estos resultados contrastan con lo reportado por Yoshida y cols104, quienes compararon 

cultivos celulares laminares (2D) de ADSC y ADSC-ost (osteodiferenciadas) en un 

defecto de fémur en ratas, encontraron que las ADSC-ost formaron más hueso nuevo, y 

con mayor densidad que las ADSC. De forma similar, Yoon y cols105 también evaluaron 

cultivos laminares de ADSC y ADSC-ost sembrados en un modelo de fractura de radio 

en perros Beagle, en donde la administración ADSC-ost mostró mayor formación de 

hueso maduro, y menor formación de callo óseo, lo que mejoró el proceso regenerativo. 

La poca efectividad del grupo OST en nuestros resultados podría ser consecuencia de la 

incapacidad de los especímenes OVX y OLD para modular o dirigir las respuestas de las 

células con inducción osteogénica, en las OVX derivado de un proceso patológico y en 

las OLD como parte del proceso de envejecimiento, además, las células OST 

administradas ya se encuentran comprometidas a un linaje y podrían estar limitadas en 

cuanto a las funciones de las ADSC, y por lo tanto no llevan a cabo el proceso de 

regeneración adecuadamente. 

En la presente tesis, empleamos dos grupos de ratas, en ambos con y sin ovariectomía, 

las ratas se podrían considerar como: “envejecidas” ya que contaban con al menos 11 de 

meses de edad al momento de realizarles el defecto crítico mandibular, por lo que ya se 

encontraban en la perimenopausia71, como bien se sabe es parte del proceso de 

envejecimiento que haya una disminución en la tasa de regeneración de todos los tejidos 

y en específico en el hueso, esto lo puso de manifiesto Park y cols106, quienes 

compararon ADSC extraídas de pacientes >70 años y de <30 años, y observaron que las 

ADSC aisladas de pacientes de más de 70 años mostraron menor potencial de 

diferenciación osteogénica y menor expresión del receptor BMP1A, esta disminución en 

su expresión podría evitar que la inducción osteogénica se dé adecuadamente. Por su 

parte, Kornicka y cols107 detectaron menos formación de nódulos de mineralización y 

menor actividad de fosfatasa alcalina en las ADSC aisladas de pacientes de >50 años, 

en comparación con las células ADSC provenientes de los pacientes jóvenes (de 20-29 

años); y a su vez, Zhu108 halló una disminución el potencial osteogénico en ADSC 

aisladas de mujeres de entre 40-50 años, que propusieron es debido a los cambios 

relacionados a la disminución de estrógeno durante la perimenopausia. Todo lo anterior, 

sería la razón por la cual tuvieron menor eficacia en cuanto la regeneración, lo que se 
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puede observar al comparar este estudio con el de Yoshida y cols104 quienes emplearon 

constructos con ADSC inducidas a la osteogénesis en ratas jóvenes (7 semanas), y que 

concluyeron que son una prometedora terapia para la reconstrucción de defectos óseos. 

Es interesante que el andamio tricapa de membranas nanofibrilares de PLA, mostró 

buenos resultados, pues presentó un alto volumen de regeneración tanto en el grupo 

OVX como en el grupo OLD. Nosotros atribuimos estos buenos resultados a que las 

membranas nanofibrilares de L-PLA al 10% que usamos para conformar este andamiaje 

tricapa, que ya han sido previamente caracterizadas57,58, y en esta caracterización se 

demostró que las nanofibras tienen una interconexión que permite la formación de 

microporos en los cuales pueden movilizarse tanto las células, como nutrientes o 

metabolitos celulares, lo que es  adecuado para la osteogénesis. En las membranas de 

L-PLA que utilizamos, las nanofibras están orientadas de forma aleatoria, esta 

característica ha mostrado ser superior en cuanto a la inducción de la actividad 

osteogénica que las membranas con fibras orientadas en forma paralela o 

hiperparalela109. Se ha visto que sustratos relativamente rígidos (0.8, 4.7, 223.7 y 309.9 

MPa) pueden llegar a inducir respuesta osteogénica en MSC, que se ve manifestada en 

expresión de RUNX2, osteocalcina y actividad de fosfatasa alcalina110, por tanto, 

consideramos que es posible que la efectividad de los grupos PLA (tanto OVX como OLD) 

se debe a que este material provee un medio tridimensional con propiedades 

mecánicamente favorables (módulo elástico de las membranas usadas en esta tesis, es 

de 26.2±4 MPa57) para permitir la organización de las células residentes del huésped y 

reclutar células osteogenicas. 

El uso del constructo (PLA+ADSC) no fue más efectivo que los grupos con solamente 

PLA o ADSC, lo cual diverge de diversos estudios, donde se ha observado que el uso de 

células en combinación con un biomaterial como andamiaje, obtiene mejores 

resultados91,96,97,111. Hejazi y cols77 evaluaron la regeneración de un defecto en fémur de 

3mm de diámetro en ratas ovariectomizadas colocando un andamio 3D de 

policaprolactona (PCL)/elastina/nanopartículas de hidroxiapatita con y sin BMSC 

sembradas, reportaron que los grupos con el constructo (andamio + BMSC) mostraron 

una ligera mejora en las características histológicas pero sin diferencia estadística en el 

volumen total óseo con respecto a solo el andamio. Así pues, si bien nuestros resultados 

muestran que el constructo no regenera más volumen que PLA o ADSC de forma 

individual, sería importante valorar las características histomorfológicas del tejido creado 

por el constructo. 

La elección de un tratamiento debe optarse por su efectividad, pero también por sus 
costos y riesgos asociados, en este estudio tanto ADSC como PLA tuvieron buenos 
resultados, sin embargo, debe de considerarse cuál de los tratamientos es más realista 
en su aplicación para la práctica clínica, por un lado, las ADSC son un elemento biológico 
que presenta ventajas inherentes a este estado como son la capacidad 
inmunomoduladora y de ser reclutar de las propias células del huésped y como 
desventaja es que a pesar de mostrar ser un  tratamiento seguro, se debe tomar en 
cuenta el material e infraestructura necesaria para garantizar su expansión y 
sobrevivencia, esterilidad y conservar sus propiedades de troncalidad. 
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 Y por el otro lado, el L-PLA es un biomaterial inerte que termina por activarse dentro de 
los organismos, que es biodegradable, y con el potencial de poder fabricarse en masa, 
por los que sus costos pueden verse mejorados y como desventaja es posible que cuando 
no se emplee como relleno, por ejemplo, en defectos segmentarios, no induzca 
adecuadamente la regeneración y que a final de cuentas justo al ser un material inerte 
carece de propiedades osteoinductivas. 
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11. Conclusiones.  

Todo lo anterior nos permite elevar a nuestra hipótesis alterna a la categoría de tesis, 
pues al evaluar mediante µTC la regeneración ósea inducida por un constructo tricapa de 
membranas nanofibrilares de ácido poliláctico (L-PLA) y células troncales mesenquimales 
derivadas de tejido adiposo (ADSC) inducidas a la diferenciación de linaje osteogénico, 
implantado en un defecto crítico óseo mandibular en un modelo de Op por OVX bilateral, 
no resultó más eficiente que el uso solo de PLA o solo de ADSC, por tanto dada la 
facilidad para su potencial uso en clínica y sus costos más asequibles, es el PLA el 
tratamiento más adecuado para mejorar la regeneración ósea en un modelo de Op en un 
defecto crítico mandibular.  

Se demostró que el uso de ADSC con y sin inducción a la diferenciación osteogénica es 
seguro. 

Tanto en los grupos OVX como en OLD, los tratamientos que demostraron ser más 
efectivos, en cuanto el porcentaje de regeneración, fueron ADSC y PLA. 

El tratamiento con células ADSC inducidas al linaje osteogénico fue deficiente en 
nuestros especímenes OVX y OLD.   
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12. Perspectivas.  

Adquirir µTC con mayor resolución permitiría realizar un análisis exclusivo de la 
microarquitectura ósea, en especial del hueso trabecular, para estudiar los efectos de la 
Op. 

Una limitante en este estudio fue no haber obtenido microTC de huesos largos como 
fémur, tibia o radio, para poder comparar los efectos de la OVX entre estos huesos y la 
mandíbula.  

Nosotros elegimos el tiempo de estudio de 30 días post defecto quirúrgico dado los 
resultados encontrados previamente en la tesis de Gutierrez,R112 pero como en este caso 
lo que estamos evaluando, además del defecto quirúrgico es la presencia de la Op, quizás 
convendría estudiar tiempos más largos hasta observar el cierre total del defecto. 

Sería importante realizar estudios similares, tanto de la masa ósea, como de la medida 
de la cortical, con nuestros mismos parámetros, para poder compararlos entre ratas 
sanas jóvenes, OVX y las envejecidas. 

También es necesario estudiar los elementos moleculares involucrados en el proceso 
regenerativo del L-PLA y las ADSC, bajo las condiciones de Op y envejecimiento, así 
como también identificar qué factores osteogénicos y qué vías de señalización se 
encuentran involucrados o no.  
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Figura 26. Grupo Sham-OVX 

14. Anexos.  
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Figura 27. Grupo ADSC-OVX. Las flechas azules de doble cabeza muestran zonas 

de la línea oblicua externa que se vieron afectadas por el defecto quirúrgico 
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Figura 28. Grupo OST-OVX.  
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 Figura 29. Grupo PLA-OVX. Las flechas azules de doble cabeza muestran zonas de la línea 

oblicua externa que se vieron afectadas por el defecto quirúrgico. La línea verde de doble cabeza 

muestra una zona con crecimiento diagonal 

PLA-OVX 
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Figura 30. Grupo COST-OVX. Las flechas azules indican zonas de regeneración. 

COST-OVX 
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Figura 31. Grupo CADSC-OVX.  

CADSC-OVX 
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Figura 32. Grupo Sham-OLD. Las flechas azules indican zonas de 

regeneración. 

Sham-OLD 
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Figura 33. Grupo ADSC-OLD. Las flechas azules de una cabeza indican zonas de regeneración, la 

flecha azul de doble cabeza indica regeneración de una zona de la línea oblicua que se vio afectada 

por el defecto, la flecha verde indica patrón diagonal. La flecha roja de dos cabezas indica escalón de 

regeneración. Las flechas rojas de una cabeza muestran zonas de regeneración deficientes 

ADSC-OLD 
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Figura 35. Grupo PLA-ADSC. Las flechas azul celeste de doble cabeza indican zonas de 

regeneración tipo excresencia ósea 

PLA-OLD 
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Figura 36. Grupo CADSC-OLD 

CADSC-OLD 



71 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37. Grupo COST-OLD 

COST-OLD 



72 
 

Avala Comité de ética FES Iztacala.  



73 
 

Aval comité de Bioseguridad Fes Iztacala. 


	Sin título

