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RESUMEN

INTRODUCCION: En la actualidad, los biomateriales utilizados como andamios para la
regeneracion 0sea deben ser faciles de administrar en el 4rea del defecto. Los hidrogeles de
matriz extracelular (ECM) son polimeros altamente hidratados que pueden rellenar formas
irregulares y actuar como materiales bioactivos. Por otra parte, hidroxiapatita (HA) ha
utilizada extensamente en reparacion de dichos defectos dseos. Sin embargo, la formulacion
de un biomaterial idoneo para tal objetivo, aun sigue pendiente, por lo que la investigacion
en esta area se torna prioritaria. OBJETIVO: Evaluar el efecto de un hidrogel de ECM
derivado de hueso bovino (bECMh) sobre la proliferacion, citotoxicidad y expresion de
citocinas proinflamatorias en macrofagos, fibroblastos y células troncales mesenquimales
derivadas de tejido adiposo (AD-MCS), las cuales son células involucradas en la
regeneracion de tejidos in vitro, asi como su biocompatibilidad in vivo en dorso y
regeneracion osea en calota de ratas Wistar. MATERIALES Y METODOS: In vitro,
usamos extracto de bECMh para evaluar su efecto en macréfagos, fibroblastos y AD-MCS.
La proliferacion celular se midi6 utilizando ensayo MTT, y citotoxicidad se midié mediante
cuantificacion de liberacion de lactato deshidrogenasa y ensayos de imagenes de células
vivas/muertas. Las concentraciones de IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1 y TNF-a se
cuantificaron en los sobrenadantes utilizando un arreglo de perlas citométricas (CBAs). Para
el analisis in vivo de biocompatibilidad, se inoculd6 bECMh en la subdermis dorsal de ratas
Wistar. Los especimenes fueron sacrificados a las 24 h para estudio histologico. Para la

evaluacion de regeneracion se realizo un defecto dseo critico en calota y se coloco bECMh y



bECMh con Hidroxiapatita (LECMh+HA) por 6 meses. RESULTADOS: In vitro, este
hidrogel se comporta como un biomaterial dindmico aumentando proliferacion de
fibroblastos, induce produccion de citocinas proinflamatorias en macréfagos, entre las que
destacan MCP-1 y TNF-a. In vivo, bECMh permite colonizaciéon de células
polimorfonucleares y similares a fibroblastos en dorso, sin dafio ni inflamacién tisular y en
el estudio de regeneracion 6sea observamos histologicamente un tejido similar a hueso a 6
meses en bECMh, mientras que bECMh+HA, generé un tejido osteoide irregular.
CONCLUSIONES: Estos resultados indican que bECMh es un material biocompatible para
regenerar el tejido O6seo y podria usarse como andamio, potenciando proliferacion y

permitiendo el relleno de defectos 6seos para su regeneracion.

Palabras clave. Hidrogel de matriz extracelular bovina, Matriz 6sea desmineralizada,

Biocompatibilidad, Regeneracion, Biomaterial, hidroxiapatita.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Currently, the biomaterials used as scaffolds must be easy to administer
in the area of the bone defect. Extracellular matrix (ECM) hydrogels are highly hydrated
polymers that can fill irregular shapes and act as bioactive materials, thus hydroxyapatite
(HA) has been used in such bone defects OBJECTIVE: to evaluate the effects of bovine
bone-derived ECM hydrogels (hLECMh ) and biofunctionalized with HA on the proliferation,
cytotoxicity and expression of proinflammatory cytokines in three types of cells involved in
tissue regeneration in vitro, as well as their biocompatibility in the back and bone
regeneration in the skull of Wistar rats in vivo. MATERIALS AND METHODS: In vitro,
we used bECMh extract to evaluate them in macrophages, fibroblasts, and adipose-derived
mesenchymal stem cells (AD-MCS). Cell proliferation was measured using the MTT assay,
and cytotoxicity was measured by quantification of lactate dehydrogenase release and
live/dead cell imaging assays. IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1, and TNF-a concentrations
were quantified in supernatants using a microsphere-based cytometric bead array. For in vivo
biocompatibility analysis, bBECMh was inoculated into the dorsal subdermis of Wistar rats.
The specimens were sacrificed at 24 h for histological study. For the evaluation of
regeneration, a critical bone defect was made in the skull and bECMh and bECMh with HA
were placed for up to 6 months. RESULTS: In vitro, this hydrogel behaves as a dynamic
biomaterial increasing fibroblast proliferation, induces production of proinflammatory
cytokines in macrophages, among which MCP-1 and TNF-a stand out. In vivo, hECM allows
colonization of polymorphonuclear cells and fibroblast-like cells in the back, without tissue

damage or inflammation, and in the bone regeneration study we observed histologically a
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bone-like tissue at 6 months in hECM and hECM with HA, an irregular osteoid tissue.
CONCLUSIONS: These results indicate that bECMh and bECMh with HA is a
biocompatible material that regenerates lost tissue and could be used as a scaffold, enhancing

proliferation and allowing the filling of bone defects for regeneration.

Keywords. Bovine extracellular matrix hydrogel, Demineralized bone matrix,

Biocompatibility, Regeneration, Biomaterial, hydroxyapatite.



1 INTRODUCCION

Los accidentes laborales, deportivos, vehiculares, enfermedades degenerativas e infecciones
pueden producir dafios tisulares extensos al igual que fracturas de huesos y cartilagos que
requieren cirugia para su reconstruccion y rehabilitacion ante esta problematica se forma una
nueva ciencia llamada ingenieria tisular aplica conocimientos interdisciplinarios para
resolver problemas relacionados con pérdida de tejido utilizando materiales, células y/o
moléculas bioactivas capaces de estimular una respuesta celular y molecular de forma
controlada (Noori et al., 2017). A pesar que el cuerpo presenta propiedades intrinsecas de
reparacion, existen situaciones en la lesion es grave y no permite que éstas logren una
regeneracion completa, dicha regeneracion esta dictada por tres factores(Roddy et al., 2018),
que juntos son capaces de restaurar funciones de 6rganos afectados o enfermos (Holzapfel et
al., 2017): matriz extracelular definida por sus siglas en inglés (ECM) proporciona un
andamiaje, biomoléculas de sefnalizacion que regulan el crecimiento y diferenciacion celular,
y células requeridas para formacion de tejido (Vieira et al., 2017). Por lo tanto, se lograra una
regeneracion completa si se proporciona un andamio estructural que le confiera propiedades
mecanicas, pero también que estimule la migracion de poblaciones celulares (Bhattacharjee

etal., 2017).

Un propiedad importante que debe poseer el andamio es estimular de manera efectiva la
transportacion de poblaciones celulares, proporcionando una estructura que confiera

propiedades mecanicas adecuadas al tejido, ademads, el andamio idealmente debe degradarse



en un rango de tiempo comparable con el crecimiento del nuevo tejido, dejando un tejido

reparado o regenerado (Lee et al., 2014).

El uso de injerto autdgeno es la opcion Optima para tratar las lesiones de tejido mineralizado
ya que provoca un menor rechazo inmunoldgico (Barootchi et al., 2020). Sin embargo, el uso
de injertos del mismo paciente tiene algunas desventajas, como una segunda intervencioén
quirurgica y la probabilidad de infeccion. Por esta razon, se han desarrollado una variedad
de materiales para la ingenieria de tejidos mineralizados, siendo los componentes aislados

mas utilizados de la ECM (Tejo-Otero & Ritchie, 2021; Xing et al., 2020).

La ECM es el material de andamiaje biologico natural e ideal. Por esta razon, en condiciones
naturales, es disefiado y producido a la medida por las células residentes de cada tejido y
organo (Saldin et al., 2017). Las funciones principales de ECM son apoyar y proporcionar el
andamiaje y la sefializacién para que las células se comuniquen entre si y con su entorno
externo (Saldin et al., 2017). La composicion de la ECM no se ha descrito completamente,
por esta razon, la sintesis de una ECM emulada in vitro atn no es posible. Sin embargo, se
puede realizar el aislamiento de componentes individuales de ECM como colageno,
fibronectina, laminina y acido hialurénico. Ademas, los andamios de ECM también se
pueden recolectar de diferentes tejidos como hueso, intestino delgado, higado, pancreas, piel

y vejiga urinaria, entre otros(Edgar et al., 2018).

Hoy en dia, existe una demanda de materiales que permitan una facil administracion por
inyeccion y que puedan reticularse in vivo para formar un andamio. Estos requisitos se

cumplen mediante formulaciones de hidrogel que dan como resultado un andamio hidrofilico
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reticulado fisico y quimico que se puede utilizar para administrar moléculas bioldgicas y
proporciona un entorno 3D similar a la ECM nativa (Kim et al., 2018). Los hidrogeles se
definen como materiales poliméricos altamente hidratados (>30 % de agua en peso). Los
hidrogeles de ECM ofrecen beneficios como la inyectabilidad, la capacidad de llenar un
espacio de forma irregular y la bioactividad suficiente de una matriz nativa (Wu et al., 2020).
Las cadenas poliméricas pueden ser sintéticas o naturales como alginato, quitosano,
colageno, acido hialurdnico. Se pueden aplicar hidrogeles sintéticos y naturales para llenar
espacios, administrar moléculas bioactivas, medicamentos y cé€lulas para estimular el
crecimiento de tejidos (Garske et al., 2020). Los hidrogeles naturales pueden aislarse de
tejidos humanos, porcinos y bovinos y pueden usarse para proliferacion, diferenciacion

celular y estimulacion de la formacion de tejidos (Hung et al., 2013; Kundu et al., 2020).

Los hidrogeles se han considerado el biomaterial de eleccion para aplicaciones de ingenieria
de tejidos y la evidencia respalda que los hidrogeles de ECM derivados de hueso bovino
(bECMh) pueden promover proliferacion, asi como la diferenciacion osteogénica de lineas
celulares y células primarias in vitro (Su et al., 2021) (Ma et al., 2012). Sin embargo, la mayor
parte de la perspectiva de los estudios se basa en el estudio de un solo tipo de célula o tejido.
Ademas, existe una brecha en la determinacion de la biocompatibilidad y los efectos de
bECMh in vivo. Por lo tanto, el enfoque del presente articulo es mostrar los efectos de
bECMh sobre la proliferacion, citotoxicidad y expresion de citoquinas proinflamatorias in
vitro en cé€lulas involucradas en la regeneracion de tejidos como macréfagos, fibroblastos y

c¢lulas madre mesenquimales, asi como biocompatibilidad in vivo (Chaudhuri et al., 2020).



Por lo tanto, es de vital importancia conocer el tejido que deseamos regenerar como lo es el
tejido 6seo y sus componentes y estructura y la forma como podemos facilitar su desarrollo

y crecimiento.

1.1 TEJIDO OSEO

El tejido dseo es un tejido conectivo denso caracterizado la mineralizacion de la matriz
extracelular (ECM, extracellular matrix), proporcionando gran dureza. Morfologicamente,
presenta ciertas similitudes al tejido cartilaginoso ya que ambos estan construidos por células
rodeadas por una EMC amorfa. Las células del hueso, denominadas osteocitos, estan

localizadas en unos espacios del tejido 6seo denominados osteoplastos.

Entre algunas de las funciones del tejido 6seo tenemos:
e Sostén. Lugar de fijacion de musculos y tendones.
e Proteccion. Organos vitales de cabeza y cavidad toracica.

e Regulacién de calcio. Deposito de calcio.

1.1.1 Tipos de tejido 0seo

Existen dos tipos de tejido 6seo atendiendo a sus caracteristicas macroscopicas: compacto y
esponjoso (o laminar). El tejido 6seo compacto estd formado por una masa compacta con
pocos espacios y en su interior se forma una cavidad que alberga a la medula 6sea amarilla.

Mientras que el tejido esponjoso estd constituido por finas trabéculas que se entrecruzan



dando lugar a una forma de red, cuyos espacios estan intercomunicados y albergan la medula

osea roja (Welsch & Sobotta, 2008).

1.1.2 Tipos celulares

Las células del tejido 6seo son las células osteogénicas, los osteoblastos, los osteocitos y los
osteoclastos. Las células osteogénicas se originan de las células madres o troncales
mesenquimales (MSCs, mesenchymal stem cells). Las MSCs tienen morfologia fusiforme y
se encuentran constituyendo la capa mas profunda del periostio y del endostio y en las
paredes de los conductos de Havers, que llevan al interior del hueso los vasos sanguineos

para el aporte de oxigeno y nutrientes, asi como para la eliminacion de sustancias de desecho.

Los osteoblastos son las células que sintetizan los componentes de la matriz dsea, se localizan
en la superficie externa de los huesos en crecimiento, adosadas sobre espiculas Oseas
formando una ldmina como un epitelio simple cubico con prolongaciones que se introducen
osteoide, el cual esta formado por ECM organica (principalmente fibras de colageno) no
mineralizadas. El depdsito de sales de calcio se produce de 8 a 10 dias después de que se

hayan liberado las moléculas de tropocolageno.

Los osteocitos se originan a partir de los osteoblastos cuando pierden la capacidad de sintesis,
estas células quedan atrapadas en la matriz 6sea mineralizada, formando lagunas. Los
osteocitos se comunican entre si mediante prolongaciones citoplasmaticas a través de los
canaliculos 0seos o calcoforos. Estas células intervienen en el mantenimiento del buen estado

de la matriz 6sea y desempeiian un importante papel en el intercambio de calcio con la sangre.



Los osteoclastos son células cuya mision es la reabsorcion dsea, que tiene lugar en los
procesos de crecimiento y reparacion del hueso, asi como la eliminacion de porciones de
matriz 6sea alteradas o debilitadas. Se localizan en la superficie interna del hueso,
constituyendo una especie de monocapa. Se originan a partir de los monocitos. Secretan
enzimas capaces de atacar la matriz de hueso y liberar el calcio atrapado en ella (Welsch &

Sobotta, 2008).

1.1.3 Matriz extracelular ésea

Alrededor del 99% del volumen de la EMC 6sea se encuentra mineralizada. El componente
organico estd integrado por colageno tipo I (85-90%) y una pequeiia proporcion de otras
proteinas (10-15%) como proteoglicanos (biglicano, decorina), proteinas indicadas en la
adhesion celular (trombospondina, ostenectina, sialoproteina Osea), osteocalcina,
ostepontina, fosfatasa alcalina y factores de crecimiento. El componente inorganico de la
matriz esta constituido en su mayor parte por fosfato calcico en forma de cristales de
hidroxiapatita. La ECM matriz 6sea que no se halla mineralizada constituye menos del 1%
del volumen del total y se denomina osteoide. Esta composicion del tejido 6seo es la
responsable de las propiedades biomecanicas del hueso. Las fibras de colagena le
proporcionan flexibilidad y resistencia a la tension y las sales minerales le confieren dureza,

rigidez y resistencia a la compresion (Fitzgerald et al., 2004).

1.1.3.1 Proteinas no colagenas
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La matriz también contiene otras proteinas no colagenas que forman la sustancia fundamental
del tejido dseo, que constituyen solo el 10% del peso total de las proteinas de la matriz dsea,
son indispensables para el desarrollo, el crecimiento, el remodelado y la reparacion del hueso.
Tanto el colageno como los componentes de la sustancia fundamental se mineralizan para
formar el tejido 6seo. Los componentes principales de proteinas no colagenas que hay en la

matriz 6sea son los siguientes:

El 4cido hialuronico es un glucosaminoglicano que se encuentra en la EMC de todos los
tejidos animales, es abundante en tejidos conectivos, tiene gran capacidad de hidratacion,
aporta a los tejidos resistencia a presiones mecanicas y otras funciones relacionadas con la
comunicacion y diferenciacion celular. Interviene en las partes iniciales de la morfogénesis

Osea.

El condroitin sulfato es un componente de la ECM importante en mantenimiento de la
integridad estructural, componente mayoritario del cartilago y propiedad de retencion de
agua a estos proteoglicanos. Las proteinas Biglicano y decorina son componentes del tejido
conectivo y se unen a las fibrillas de colageno tipo I, jugando un importante papel en el

ensamblaje de la ECM.

La osteocalcina es una proteina pequenia de la matriz sintetizada por los osteoblastos y
plaquetas. Representa el 15% de las proteinas no coldgenas de la matriz y sus niveles
plasmaticos se han considerado como uno de los marcadores bioquimicos de la osteogénesis.
La osteonectina es una glicoproteina con gran afinidad por el colageno tipo I, calcio y por

hidroxiapatita. Representa el 25% de las proteinas no coladgenas. Se cree que interviene en la
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regulacion de la adhesion celular entre la matriz y las células, es necesaria para la

mineralizacidon normal.

La fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosfato inorganico a partir de ésteres fosforicos,
necesario para la mineralizacion. Se consideran un buen marcador de la actividad
osteoblastica. Glicoproteinas como osteopontina, sialoproteina oOseas, fibronectina,
trombospondina y vitronectina son fundamentales en procesos de remodelado y regeneracion
Osea, reconocidas por las integrinas de los osteoblastos y los osteoclastos. Actian como
receptores de superficie de células 6seas permitiendo la adhesion de células a ECM y

activando sefales.

Las proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs, bone morphogenetic proteins) facilitan el
reclutamiento y diferenciacion de células mesenquimales (MSCs), inducen la formacion de
osteoblastos, capaces de provocar formacion 6sea en lugares ectdpicos, responsables de la

osteoinduccion (Fitzgerald et al., 2004).

1.1.3.2 Factores de crecimiento de matriz osea

Los factores de crecimiento son polipéptidos sintetizados en el propio hueso o procedentes
de otros lugares como higado o plaquetas, que intervienen en la diferenciacion, crecimiento

y proliferacion de las células. Algunos factores de crecimiento se enlistan posteriormente.

Factor de crecimiento esquelético (hSGF). Presente en la matriz 6sea, asociado con una

proteina de enlace. Por si solo puede unirse a la hidroxiapatita. Incrementa la tasa de
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formacion 6sea. Factor de crecimiento transformador beta (TGF-f). Los osteoblastos parecen
ser los Unicos que producen este mitdgeno, que después es almacenado en la ECM para ser

activo durante la resorcion dsea.

Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1). La produccion de este factor esta
estimulada por una variedad de agentes sistémicos que incluyen la hormona del crecimiento
(GH). Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF). Implicado en el proceso de
reparacion de los tejidos. Ademas de estar involucrado en la Osteogénesis. Factor de
crecimiento catioénico derivado del cartilago (FCCDC). Favorece la formacion de tejido de

granulacion y de colageno (Campos & Traumatologia, 2010).

1.2 INGENIERIA TISULAR

La premisa bésica de la ingenieria de tejidos es la manipulacion controlada del
microambiente extracelular pueda conducir al control de la capacidad de las células para
organizarse, crecer, diferenciarse, formar una matriz ECM funcional y tejido nuevo. Dicho
control es un proceso complejo que requiere sefales autdcrinas, paracrinas y enddcrinas,
sefiales de posicion, interaccion célula-matriz, fuerzas mecanicas y contacto célula-célula

para medir la formacion de la arquitectura 3D y su funcién (Antonio Campos Muiioz).

El microambiente que rodea a la célula es rico en sefiales moleculares de otras células. Estas
pueden ser sefales autdcrinas que afectan a la misma célula que libera la molécula, sefiales

parédcrinas que afectan las células cercanas y sefiales enddcrinas que afectan a objetivos a
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distancia. Los principales tipos de moléculas bioactivas utilizadas en la medicina
regenerativa incluyen citocinas, hormonas y factores de transcripcion, que pueden actuar
inmediatamente sobre las células o ser almacenadas dentro de la ECM. Los factores de
crecimiento y moléculas de sefializacion tienen la capacidad de estimular la proliferacion y

diferenciacion celular.

La ingenieria de tejidos ha pasado progresivamente por tres etapas. En la primera se
empleaban biomateriales inertes con la tnica finalidad de usarlos como estructura sustitutiva
de algunas partes del cuerpo dafiadas. En la segunda etapa se inici6 la aplicacion de una
matriz biodegradable o andamio biolégico con una estructura porosa, trabecular, o reticular
que se coloca en el tejido dafiado para promover en €l un microambiente apropiado para el
crecimiento y propagacion in situ de las células residentes sanas circundantes y que éstas
puedan implantarse en el tejido o estar incorporadas al biomaterial que integra el andamio
biologico, con la finalidad de acelerar la regeneracion histica. La tercera etapa nacid con la
reciente aparicion de la nanotecnologia y su aplicacion a medicina, que ha llevado al concepto

de nanomedicina (Antonio Campos Mufioz) .

1.2.1 MECANISMOS DE REGENERACION TISULAR.

La regeneracion 6sea es posible de obtener mediante la combinacién de tres elementos:
células viables, ECM y sustancias reguladoras insolubles (factores de crecimiento); sin dejar
de mencionar factores locales que también son influyentes, como el entorno mecanico y
vascular. La combinaciéon de estos elementos genera un ambiente apropiado para la

regeneracion. Los mecanismos bioldgicos que proporciona una base para la regeneracion
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son: la osteoconduccion que se produce cuando el material de injerto 6seo sirve como
andamio para el crecimiento de hueso que se perpetua en el hueso nativo. Los osteoblastos
desde el margen del defecto utilizan el material del injerto 6seo como osteoconductivo; la
osteoinduccion que consiste en la estimulacion de las células osteoprogenitoras de
diferenciarse en osteoblastos, para la formacion de hueso nuevo. El tipo mas estudiado de los
mediadores celulares osteoinductiva son las BMPs; la osteopromocion que implica la mejora
de la osteoinduccion sin la posesion de la propiedad osteoinductiva, por ejemplo, el esmalte
derivado de matriz ha demostrado mejorar el efecto osteoinductivo del aloinjerto de hueso
desmineralizado liofilizado, pero no estimula por si solo el crecimiento de hueso; y la
osteogénesis que se produce cuando los osteoblastos vitales procedentes del material de
injerto 0seo contribuyen al crecimiento de hueso nuevo con el crecimiento generado a través

de los dos mecanismos (Raspall, 2006).

1.2.2 TIPOS Y FUENTES DE INJERTOS

Los injertos empleados pueden ser de diferentes tipos y fuentes. El injerto 6seo autdlogo o
autogeno consiste en la utilizacion de hueso obtenido a partir del mismo individuo. Cuando
se llevara a cabo un injerto en bloque, el hueso autogeno es el preferido, ya que presenta
menos riesgo de rechazo. Un aspecto negativo de los injertos autdlogo es que se requiere de
otra cirugia para tomar la muestra y potencia para el dolor postoperatorio y sus
complicaciones. Cuando el injerto se obtiene de una persona diferente a la que va a recibir el
injerto, se denomina aloinjerto. El aloinjerto se toma de caddveres que han donado sus

huesos.
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El injerto que tiene su origen en una especie distinta a la humana, como la bovina es llamado
xenoinjerto. Los xenoinjertos solo se distribuyen como una matriz calcificada. Los
aloplasticos son injertos sintéticos que pueden estar hechos de hidroxiapatita, carbonato de
calcio y fosfato tricalcico principalmente, un mineral natural que es también el componente
principal del hueso. La hidroxiapatita es la mas utilizada actualmente debido a su
osteoconduccion, dureza y aceptacion por el hueso. En cambio, el carbonato de calcio,
comienza a disminuir su uso, ya que es reabsorbible a corto plazo, lo que provoca que en
poco tiempo el hueso se rompa nuevamente. Se utiliza también fosfato tricalcico en
combinacion con hidroxiapatita, para proporcionar un efecto de osteoinduccion y

reabsorcion.

La regeneracion de hueso depende de un andamio tridimensional adecuado, los biomateriales
de origen natural se han utilizado en gran medida para construir andamios porosos con buena
biocompatibilidad y biodegradables (Wang et al., 2008). Recientemente, la matriz
extracelular (ECM) ha llamado la atencion por su uso potencial en regeneracion de tejidos

(Raspall, 2006).

1.2.3 Matriz extracelular

La mayoria de las caracteristicas adecuadas para un biomaterial empleado en la regeneracioén
Osea se encuentran presentes en la matriz extracelular (ECM), ésta es una mezcla compleja
de proteinas funcionales y estructurales, glucoproteinas y proteoglicanos arreglados en una
ultraestructura tridimensional que es tUnica en cada localizacion anatomica (Brown &

Badylak, 2014). Este andamiaje proporciona un soporte estructural, como sitios de union para
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las células superficiales y como reservorio de factores de sefializacion que modulan procesos
como la angiogénesis, vasculogénesis, migracion y proliferacion celular (Badylak, 2002).
Por estas propiedades versatiles, la ECM derivada de tejidos descelularizados ha sido
explorada como fuente de andamios bioldgicos para ingenieria tisular y regenerativa
(Hoshiba et al., 2010). La ECM es requerida para el acomodo de las células osteogénicas y

guiar el crecimiento y regeneracion tisular en tercera dimension.

La ECM porcina podria ser un biomaterial para la regeneracion de tejidos ya que puede
estimular la diferenciacion celular y abogar un répido crecimiento del tejido del huésped.
Para la acelerar la regeneracion hueso, el injerto necesita contener un nimero muy grande de
células progenitoras o células diferenciadas por factores bioactivos para atraer células
osteoprogenitoras hacia la regién del defecto. Los andamios de ECM han sido tomados de
una gran variedad de tejidos porcinos (Badylak et al., 2009). Las ECM mas usadas y
estudiadas son las derivadas de submucosa de intestino delgado (SID) y de vejiga urinaria
(MVU) (Badylak, 2004), aunque en un estudio realizado por Liuy col. en el 2011 se concluy6

que la MVU presenta propiedades biologicas muy superiores (Liu et al., 2011).
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2 ANTECEDENTES

La aplicacion de procesos regenerativos en defectos apicomarginales mejora el resultado de
cirugias perirradiculares (Abramowitz et al., 1994), por ello se emplear técnicas de
regeneracion en cirugia periapical es de vital importancia para acelerar el proceso de curacion
y permitir la regeneracion de grandes lesiones (Tsesis et al., 2011). La regeneracion tisular
tienen un gran potencial, aunque sigue siendo limitada su capacidad de producir resultados
aceptables en diferentes situaciones (von Arx & Alsaeed, 2011). Una pregunta importante,
con respecto a los diferentes tipos de defectos dseos asociados a cirugia periapical es cual
biomaterial y técnicas son las mas indicadas para lograr una regeneracion 6sea completa
(Pecoraetal.,2001). Una de estas opciones puede ser la ECM la cual representa una promesa
en ingenieria de tejido 6seo como andamio debido a su similitud en estructura y funcion del
hueso autélogo (Honsawek et al., 2006). La ECM que se compone de materiales orgénicos,
incluyendo el colageno, proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs) y factores de
crecimiento, ayudando al reclutamiento de células progenitoras, asi como promotor de
migracion celular y angiogénesis (Badylak, 2007; Cortiella et al., 2010) (Reynolds &

Bowers, 1996).

La presencia de BMPs en aloinjertos desmineralizados inducen la diferenciacion de células
mesenquimales indiferenciadas a osteoblastos y condroblastos (Urist, 1973). Dichas BMPs
pertenecen a una familia numerosa de proteinas relacionadas, multifuncionales conocidas
como TGF-B que inducen proliferacion celular, sintesis de coldgeno, activan fosfatasa

alcalina y sintesis de osteocalcina en osteoblastos presentes en la matriz 6sea (Kingsley,
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1994). Por lo descrito anteriormente, la aplicacion de factores de crecimiento es el principal
elemento en regeneracion 6sea (Nakashima & Reddi, 2003). Actualmente la combinacion de
factores de crecimiento con biomateriales se ha presentado como el concepto diamante o
trinidad en regeneracion con andamios (Giannoudis et al., 2008). La submucosa del intestino
delgado porcina ha sido ampliamente utilizado como biomaterial con minima respuesta
inmunolégica (Kropp, 1998). Contiene colageno tipo I y II1, pequenas cantidades de colageno
tipo IV, V, y VI, factores de crecimiento fibroblasto (FGF), factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), factor de crecimiento parecido a insulina (IGF-1), TGF-f, factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), glucosaminoglicanos, fibronectina, laminina, sulfato de

heparina y 4cido hialuronico (Voytik-Harbin et al., 1997).
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La pérdida de tejido u organos por accidentes, traumatismos, enfermedades o cirugia
constituye un problema a nivel mundial, por ello, en los ultimos afios, el area médica se han
realizado numerosas investigaciones encaminadas a regeneracion, reparacion o reemplazo de
tejidos y organos que han sido danados. La “ingenieria tisular”, en esencia, realiza
investigaciones para fabricar nuevos tejidos funcionales mediante un soporte (natural,
sintético o mezcla de ambos). Para ello se construyen modelos equivalentes a 6rganos o
tejidos, en los que las células se organizan y conseguir asi, la reconstruccion final deseada
para esto se requiere de tres elementos células para que formen el nuevo tejido, factores de
crecimiento para guiar el desarrollo y una matriz extracelular de soporte, fundamental en la

regeneracion.

Para la regeneracion de tejidos danados o perdidos como el tejido dseo, se han realizado

avances importantes, sin embargo, las investigaciones tienen un camino largo por recorrer,

con el fin de que esta terapia sea confiable y sea aplicada en pacientes.
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4 JUSTIFICACION

La pérdida de tejido 6seo constituye un problema frecuente a nivel mundial en el area de la
biomedicina y uno de los grandes retos es la regeneracion del tejido dafado o perdido por
lesiones traumaticas, infecciones, patologias o cirugias. En ocasiones la destruccion o daio
Oseo es muy extenso y el cuerpo no puede repararse por si mismo, de acuerdo a la ingenieria
tisular se requiere de tres factores para lograr la regeneracion del tejido unas células que los
formen, factores de crecimiento y un factor muy importante un andamio o biomaterial
existen diferentes biomateriales que promueven regeneracion del tejido 6seo dafiado o
perdido y uno de los que han demostrado més resultados prometedores, es la matriz 6sea
desmineralizada, sin embargo, el método de extraccion, ya sea autdlogo, o de la misma
especie u otra especie no es muy clara, y por ello se requieren estudios adicionales para
conocer el método ideal de extraccion de la matriz extracelular asi como también su
composicion, biocompatibilidad, tiempo necesario para la regeneracion, asi como su
mecanismo de accidn, por lo que biomaterial podria ser una de las vias para lograr esa

regeneracion esperada.
La hidroxiapatita es otro material para regeneracion que ha mostrado su eficacia, aunque

presenta algunas desventajas como el mayor tiempo de regeneracion del tejido, mas sin

embargo se desconoce si pueda haber algln sinergismo en la utilizacién de estos materiales.
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5 HIPOTESIS

El hidrogel de ECM derivado de hueso bovino (bECMh) es biocompatible con células
involucradas en el proceso regeneracion tisular e in vivo. Ademés, bECMh y bECMh+HA

son eficientes regeneracion 6sea en un defecto critico in vivo.
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6 OBJETIVOS (GENERAL Y ESPECIFICOS)

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la biocompatibilidad de un hidrogel de ECM derivado de hueso bovino (bECMh) y

potencial de regeneracion 6sea solo en combinacion con hidroxiapatita (- ECMh-+HA).

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Elaborar y evaluar la consistencia y el contenido proteico de un hidrogel de ECM
derivado de hueso bovino (b ECMh).

2. Biofuncionalizar el bECMh con hidroxiapatita (- ECMh+HA).

3. Analizar la biocompatibilidad in vitro del bECMh sobre Macrofagos, Fibroblastos y
células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AD-MCS).

4. Evaluar proceso de osteogénesis inducido por bECMh y bECMh+HA en ratas Wistar.
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7 METODOLOGIA

7.1 AREA DE ESTUDIO

Esta investigacion se incluye en las ciencias aplicadas, dentro del area de biotecnologia,

campo de medicina regenerativa, en disciplina de ingenieria tisular. Se empleara un enfoque

cuantitativo, de alcance correlacional y un disefio de investigacion experimental con

posprueba y grupo control. La seleccion de la muestra sera dirigida.

7.2 TIPO DE ESTUDIO

Prospectivo longitudinal, Experimental in vitro e in vivo.

7.2.1 CUADRO DE VARIABLES

Tabla 1. Cuadro de Variables.

Formacién de nuevo | Variable Formaciéon te tejido | Analisis histologico

hueso independiente mineralizado

Biocompatibilidad Variable Produccion de | Densidad optica
independiente formazan

Modelo regeneracién in | Variable Defecto 6seo Cortes histoldgicos y

vivo dependiente analisis radiografico
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7.2.2 GRUPOS DE ESTUDIO

e Grupo 1: Hidrogel de matriz 6sea desmineralizada (bECMh)
e Grupo 2: Hidrogel de matriz dsea desmineralizada con hidroxiapatita (b ECMh+HA).
e Grupo 3: Control negativo (sin andamio)

e Grupo 4: Control positivo (autoinjerto)

7.3 LUGAR DE REALIZACION DEL ESTUDIO

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Inmunologia y el Laboratorio de
Microbiologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas, Universidad
Autoénoma de Sinaloa. Ciudad Universitaria, Josefa Ortiz de Dominguez S/N y Avenida de

las Américas, CP. 80010. Culiacan, Sinaloa, México.

7.4 FINANCIAMIENTO Y/O BECAS

No aplica

7.5 PRIMERA FASE: OBTENCION DE MATRIZ EXTRACELULAR

OSEA (ECM)

7.5.1 Extraccién de Matriz Osea Desmineralizada Bovina (bBM) v descelularizacion
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Se utilizaron tibias bovinas recién extraidas de un rastro certificado. Los huesos fueron
segmentados y divididos en tejido esponjoso y cortical, seleccionando hueso esponjoso para
extraccion de ECM siguiendo metodologia de (Sawkins et al., 2013). A continuacion, se
procedio a desmineralizar el hueso esponjoso en HCI 0,5 N a temperatura ambiente durante
24 h con agitacidon, en un vaso precipitado a 300 rpm generando un pequefio vortice; los
huesos se suspendieron en el acido, para posteriormente desmineralizar el material resultante

de matriz 6sea separandola por filtracion con agua destilada.

Posteriormente, las muestras se almacenaran a -20°C durante la noche. Los lipidos fueron
extraidos mezclando 1:1 de cloroformo/metanol, este procedimiento lo realizamos tres veces
con un lavado final con metanol para finalmente agua destilada para retirar el cloroformo,
después se exprimi6 y almacenarlo a -20 °C. la muestra desmineralizada fue congelada, y
almacenada a -20°C. Para eliminar el material celular residual, la descelularizacion
enzimatica se realizd con una solucion de tripsina al 0,25 % y 4cido etilendiaminotetraacético

(EDTA) (GIBCO Life Technologies, EE. UU.) a 37 °C y CO2 al 5 % en agitacion por 24 h.

7.5.2 Digestion enzimatica y preparacion de hidrogel (b ECMh)

La digestion y solubilizacion se realizaron con pepsina (Sigma-Aldrich, EE. UU.) a una
concentracion de 1 mg/ml en HCI 0,01 N, se llevo a cabo en una placa de agitacion a
temperatura ambiente durante 96 horas hasta lograr la solubilizacion, para llegar a formar un
pregel de ECM de hueso bovino (bECM). A continuacion, Se indujo gelificacion del pregel

de bECM neutralizando pH adicionando un décimo del volumen de 0.1 N NaOH (IM) y
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aforando con PBS 1X en hielo, la gelificacion del pre- gel se dio después de 1 h a 37°C,

formando bECMh.

7.5.3 Evaluacion del contenido celular residual (Histologia v gPCR)

Se analiz6 el contenido celular, antes y después del uso de tripsina mediante histologia se
fijaron en formalina al 10 %, se incluyeron en parafina y se cortaron en secciones de 5-7 pm.
Los cortes se tifieron con H&E y se tomaron iméagenes a 10X y 40X utilizando un
microscopio TCS SP8 (Leica, Alemania) para identificar ntcleo visible. La evaluacion de
gPCR, Se extrajo DNA de la digestion con pepsina de la matriz liofilizada (10 mg/ml) usando
50:48:2 (vol.%) fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. E1 DNA se precipito a partir de la fase
acuosa a -20°C por adicion de 0.1 volimenes de 3M de acetato de sodio (pH 5.2) y 2
volimenes las cuales continuacion se congelaron con etanol. Posteriormente se centrifugo el
DNA congelado durante 10 min a 10,000 g para formar un sedimento de DNA. El sedimento
se lavo con etanol y se secO a temperatura ambiente y se resuspendido en 1 ml. La
concentracion de cada DNA extraido se determino por espectrofotometria y qPCR. Se
construy6 una curva estandar mediante preparacion de las muestras en concentracion de
DNA conocida a partir de 0 a 1000 ng/ml. Las muestras de DNA extraidas fueron diluidas
para asegurar sus absorbancias cayeron dentro de la region lineal de curva estandar. Las
muestras se leyeron usando un Espectrofotometro Optizen POP PP0303-141120-04 Lector

de placas.

7.5.4 Analisis de proteinas
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Para el analisis cualitativo del colageno del bECMh, se realizo una electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE) con dodecilsulfato de sodio (SDS), usando poliacrilamida al 5 %
(p/v) (Bio-Rad, EE. p/v) poliacrilamida para el gel de apilamiento. La bECMh y el colageno
tipo 1 purificado (COL-1) como control (Roche, Alemania) se prepararon en tampén Tris-
HCI 0,5 M (pH 6,8) que contenia SDS al 10 %, glicerol al 30 %, 2-mercaptoetanol al 1 % y
mercaptoetanol al 0,02 %. % de azul de bromofenol y posteriormente se calent6 a 95 °C
durante 5 min. A continuacion, se cargaron y sometieron a electroforesis 4 pL. de un marcador
de proteina (Himark Unstained protein Standard, Thermo, EE. UU.) y 5 uL de las muestras
a 100 V en geles de placas verticales hasta que el azul de bromofenol sali6 del gel. Los geles
de poliacrilamida se tifieron durante 2 h con azul de Coomassie R-250 al 0,1 % en &cido

acético/metanol/agua 2:5:5 (v/v/v) y se destifieron con acido acético al 7,5 /metanol al 15%.

7.6 SEGUNDA FASE: EVALUACION IN VITRO

7.6.1 Preparacion de extractos de bECMh para ensayos de biocompatibilidad

Los extractos solubles de bECMh se prepararon de la forma siguiente: 1 ml de hidrogel (40
mg/ml) y 9 ml de DMEM colocéndolo con vidrio de 0,05 mm en un disruptor de tejidos por
1 minuto a méxima velocidad (Disruptor Genie, Scientific Industries, EE. UU.) y se
incubaron a 37 °C con agitacion orbital lenta constante durante 24 h. Finalmente, las muestras
se centrifugaron a 13.000 rpm, los sobrenadantes recuperados se filtraron con una membrana
de 0,22 um (Cytiva Whatman, Uniflo Syringe Filters, EE. UU.) y luego se usaron para
ensayos de expresion de LDH, MTT, vivo/muerto y citoquinas. Las células tratadas con

DMEM se usaron como controles.
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7.6.2 Analisis de viabilidad celular

La proliferacion/viabilidad celular se evalu6 utilizando ensayo MTT (CellTiter 96 NON-
Radioctive Cell Proliferation Assay, PROMEGA, EE. UU.). RAW 264.7, NIH/3T3 y AD-
MCS se cultivaron en una placa de 96 pocillos con medio DMEM suplementado colocando
7,5 x 10° células/pocillo. A las 24 h, los medios de cultivo se reemplazaron por los extractos
solubles de bECMh y después de 24, 48 y 72 h de incubacién se realizd la cuantificacion.
Posteriormente retiramos los medios y las células se incubaron con bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. Se afiadieron 15 pl de solucion de MTT a cada
pocillo durante 2 h. Luego se disolvieron las sales violetas de formazan anadiendo 100 pl de

solucion de parada. La densidad optica se midié a 570 nm en un lector de microplacas.

7.6.3 Citotoxicidad del ensavo bECMh

RAW 264.7, NIH/3T3 y AD-MCS fueron cultivados en una placa de 96 pocillos con medio
DMEM suplementado colocando 15 x 10° células/pocillo. A las 24 h, el medio se reemplazo
por extracto soluble de bECMh y, después de 24 h de incubacion, se midi6 citotoxicidad
mediante cuantificacion de liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) en los sobrenadantes
a través de un ensayo colorimétrico de acuerdo las instrucciones del fabricante (Sigma-
Aldrich St. Louis MO, EE. UU.) La densidad 6ptica de las muestras se midi6 a 490 nm en

un lector de microplacas.

7.6.4 Analisis de viva y muerte
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RAW 264.7, NIH/3T3 y AD-MCS se cultivaron en una placa de 24 pocillos con medio
DMEM suplementado colocando 10 x 10* células/pocillo. A las 24 h, los medios se
reemplazaron por extracto soluble de bECMh y después de 24 h, las células fueron incubadas
con naranja de triazol 84 nM (Sigma-Aldrich) y yoduro de propidio 4.3 uM (Sigma-Aldrich)
durante 5 min a temperatura ambiente. A continuacion, las muestras fueron examinadas
usando un sistema de microscopio TCS SP8 a 40X. Se midieron las unidades relativas de

fluorescencia (RFU) y obtuvimos los porcentajes de viabilidad celular.

7.6.5 Analisis de expresion de citocinas

RAW 264.7, fueron cultivados en una placa de 24 pocillos con medio DMEM suplementado
colocando 5 x 10° células/pocillo. A las 24 h, los medios fueron reemplazados por el extracto
soluble de bECMh y después de 24 h de incubacion, cuantificamos IL-6, IL-10, IL-12p70 y
MCP-1 TNF-o de los sobrenadantes utilizando un arreglo de perlas citométricas en
microesferas. (CBA) de acuerdo a las instrucciones del fabricante (BD Bioscience, EE. UU.).
Los datos se evaluaron con el citdémetro de flujo Accury C6 y s cuantificacion se realizoé con
el software FCAP Array v3.0 (BD Bioscience). Las células tratadas con LPS se usaron como

controles positivos.

7.7 TERCERA FASE: EVALUACION IN VIVO

7.7.1 Cuidado v manejo de ratas Wistar
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Durante los experimentos se llevo a cabo de acuerdo al Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion para la Salud-2014 y las normas de salud NOM-062-ZOO-
1999, las cuales buscan:
e Evitar al Maximo sufrimiento de los animales
e Usar procedimiento que garantice muerte sin sufrimiento
e Proporcionar maximo de comodidad, excepto cuando las variables experimentales lo
justifiquen

e Proteger al personal de laboratorio involucrado

Para ello se diagnostico las ratas de laboratorio sin signos de enfermedad, conducta anormal,
dolor y sufrimiento. Se proporciono alimento estéril y agua potable ad libitum, condiciones
de temperatura y ventilacion adecuadas, fueron agrupados de acuerdo a las condiciones y

necesidades que se requieran.

Las jaulas donde se alojaron contaron con registros para adecuado control y se acondiciono
con aserrin favoreciendo su aislamiento térmico y construccion de nido, garantizando asi la

absorcion de su orina, excremento, desperdicio de agua y facilitar la desinfeccion.

La limpieza de las jaulas se realiz6 de manera periddica y los desechos, el manejo de

cadaveres y residuos patologicos se llevo a acorde a Norma Oficial Mexicana NOM-087-

SEMARNAT-SSA1-2002 para los Residuos Peligrosos Bioldgicos infecciosos.

7.7.2 Modelo experimental en rata Wistar
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Se realizaron los anélisis de biocompatibilidad en dorso y para evaluacion de regeneracion

Osea en calota con los siguientes grupos experimentales

7.7.2.1 Grupos de estudio

Grupo 1: Hidrogel de matriz 6sea desmineralizada (hECMh)

Grupo 2: Hidrogel de matriz 6sea desmineralizada con hidroxiapatita (b ECMh +HA).

Grupo 3: Control negativo (sin andamio)

Grupo 4: Control positivo (autoinjerto)

7.7.2.2 Criterios de inclusion

e Ratas Wistar macho aparentemente sanas.

4 meses de edad.

Peso entre 250 a 350 gramos.

7.7.2.3 Criterios de Exclusion

Ratas hembras.
Ratas con alguna patologia o infeccion.

Ratas menores de 4 meses.

7.7.2.4 Criterios de Eliminacion

Ratas a las que no se les pueda realizar la cirugia.
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e Ratas que sufran infeccion después de la intervencion.

e Ratas que se mueran durante el estudio.

7.7.3 Biocompatibilidad in vivo

Se anestesiaron ratas Wistar de 3 meses (250-300 gr) mediante colocacion de 1 pL de coctel
sedante (70% Ketamina, 15% Xilazina, 15% agua inyectable) por mg de peso, por via
intramuscular. Se rasur6 la espalda y desinfectd con alcohol al 70%. Con una jeringa de
insulina, inoculamos en la subdermis 100 ul de bECMh, control positivo (cloroformo, Sigma-
Aldrich) y control negativo (PBS 1X), tomando como referencia la linea media de la espalda.
Los especimenes se sacrificaron a las 24 H. Posteriormente, cortamos 2 cm de diametro de
tejido alrededor del 4area de inoculacién. Se tomaron fotografias para evaluacion
macroscopica, posteriormente, se fijo el tejido con PBS 1X con paraformaldehido al 4% para

examen histologico con (H&E) para observar reaccion inflamatoria.

7.7.4 Evaluacion de Regeneracion 0sea

Un total de 12 ratas machos adultas fueron utilizadas 3 por cada grupo (2 de grupo de
experimentacion (bECMh y bECMh+HA) y 2 grupos controles positivo (autoinjerto) y

negativo.

7.7.4.1 Preparacion preoperatoria

Los animales fueron pesados para colocar anestesia, observamos profundidad de anestesia

por la falta de reflejo al pellizcar el dedo del pie, posteriormente fue afeitado en el area donde
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se realizo la cirugia, para después desinfectar el area y las zonas circundantes con un hisopo

con alcohol al 70%. colocamos un pafio estéril sobre el cuerpo y los ojos.

7.7.4.2 Procedimiento Operatorio

Utilizando bisturi realizamos una incision de 1,5 cm hasta el periostio sobre el cuero
cabelludo del hueso nasal para observar la boveda craneal, separamos el periostio que cubre
la boveda craneal con el bisturi, empujando suavemente hacia los lados posteriormente
utilizamos un retractor de tejidos blandos para separar los tejidos y exponer el hueso
subyacente, irrigamos con solucion salina estéril. El defecto critico se realizoé con una fresa
trepanadora de 8 mm de diametro (Hu-friedy) a 1500 rpm, irrigando la boveda craneal, gota

a gota con solucion salina estéril (aproximadamente 1 gota cada 2 segundos).

Posterior al corte del hueso, procedimos a liberarlo de la duramadre, una vez liberado, se

utilizd un elevador como brazo de palanca para separarlo de la boveda craneal, con esto

realizando el defecto critico.

El defecto fue lavado con solucién salina estéril para eliminar los fragmentos de hueso y para

colocar los materiales de investigacion en el defecto; se cerrd el periostio cubriendo el

material a evaluar, y suturamos con 3-0 de catgut, la piel sobre periostio.

7.7.4.3 Cuidado posoperatorio
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Una vez terminada el procedimiento quirtrgico, se limpié cuidadosamente la cabeza con
solucion salina para eliminar la sangre. Dejandola en observacion por 24 horas para

posteriormente, transferirla a las jaulas por separado hasta su sacrificio (6meses).

7.7.4.4 Sacrificio y toma de muestra

Cumplidos los periodos de evaluacion (12 y 16 semanas), se realizara la eutanasia de los
modelos experimentales en una cadmara de cloroformo. Se tomaré una radiografia y la calota

serd almacenada en polyfreeze para su evaluacion histologica con su respectiva identificacion

(Spicer et al., 2012).

Cumplidos los periodos de evaluacion (12 y 16 semanas), se realizara el sacrificio de los

modelos experimentales colocando pentobarbital sédico via intraperitoneal.

7.7.5 Evaluacion Histologica

7.7.5.1 Analisis Histologico

Se realizaron cortes seriados de 7um de espesor con la ayuda de un criostato (Leica CM-
1520), las cuales fueron tefiiddas con hematoxilina eosina y rojo de alizarina para evaluar
composicion del tejido neoformado, con ayuda de un microscopio confocal (Leica TCS SPS,

Leica).

7.7.5.2 Metodologia de la Tincion de Hematoxilina eosina

1.- Se colocaron los portaobjetos con las muestras 1 minuto en hematoxilina.
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2.- Se lavaron con agua destilada.

3.- Se colocaron los portaobjetos en bicarbonato de sodio al 0.01% por 1 minuto.

4.- Se colocaron en etanol acido durante 20 segundos.
5.- Se colocaron en etanol al 70% por 30 segundos.
6.- Se colocaron en etanol al 100% por 15 segundos.
7.- Se colocaron en xileno durante 1 minuto.

8.- Se colocaron secar.

9.- Se montaron en resina (Entellan) una gotita en la preparacion.
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8 RESULTADOS

8.1 PREPARACION Y ANALISIS DEL bECMh

8.1.1 Extraccion de ECM

Los huesos de tibias bovinas se procesaron en fragmentos y desmineralizaron en solucién
acida de HC1 0.5 N. La remocion de lipidos se logro con cloroformo/metanol, y se aplicéd un
procedimiento de descelularizacion enzimatica a la matriz 6sea desmineralizada (bDBM)

para producir material de matriz descelularizada (b ECM) (Figura 1).
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Figura 1. A) Extraccion de hueso esponjoso, B) fragmentos del hueso, C) trituracion del
hueso, D) extraccion de lipidos, E) hueso sin lipidos
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8.1.2 Digestion enzimatica de ECM

La digestion realizada con pepsina se logré a las 24 horas, verificandolo hasta que no se

observara fragmento visible de matriz (Figura 2).
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Monitoreo digestidon enzimatica (horas)

0 horas 6 horas

24 horas 15 horas

Figura 2. Digestion realizada con pepsina
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8.1.3 Gelificacion.

Se logré gelificacion del pregel de bECM esta se presentd después de 30 minutos a 37°C,

formando bECMh (Figura3).
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Figura 3. Gelificacion del pregel de bECM
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8.1.4 Contenido celular y Contenido Proteico

La Descelularizacion de bECM vy perfil electroforético de proteinas La imagen A de la Figura
4. DBM muestra el contenido celular antes del tratamiento con tripsina/EDTA (flechas
negras). B. Las regiones de células libres con ausencia de nucleos y presencia de lagunas
acelulares (flechas rojas) son evidentes en bECM después del tratamiento con tripsina/EDTA

(Figura 4).

El analizar cualitativamente mostro presencia de colageno en bECMh, se corri6 una SDS-
PAGE usando COL-1 como control. El peso molecular (MW) de las bandas de al, a2, By y
se calcularon con base en los valores del factor de retencion (Rf). bECMh mostr6é un alto
contenido de cadenas al y a2 en comparacion con COL-1. Portaobjetos histologicos (H&E)

aumento 40X, barra de escala 100 um (Figura 4).
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Figura 4. Descelularizacion A) bECM con células B) bECM sin células. C. presencia de
COL tipo 1 en bECM
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8.2 BIOCOMPATIBILIDAD IN VITRO

8.2.1 Viabilidad celular v citotoxicidad

El bECMh mostro excelente viabilidad celular a las 24 a 72 h demostrando que en
macrofagos, fibroblastos y células Mesenquimales presentan excelente morfologia (Figura

5)
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RAW'264.7 NIH/3T3
Macrofagos Fibroblastos AD-MCSs

Figura 5. A) macrofagos, B) fibroblastos C) AD-MCS
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La proliferacion inducida por extracto de bECMh, y DMEM en el ensayo MTT en
macrofagos, fibroblastos y AD-MCS (Figura 6). Para evaluar la citotoxicidad, en contacto
con macréfagos (D), fibroblastos (E) y AD-MCS (F). Curiosamente, encontramos que los
patrones de liberacion de LDH fueron similares entre las diferentes lineas celulares en
comparacion con el grupo DMEM (bECMh frente a DMEM) y solo se encontraron
diferencias estadisticas cuando se compard OD con la liberaciéon de LDH del control (célula

lisada, p <0.0001) Figura 6.
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Figura 6. Viabilidad celular de 24 a 72 h A) macréfagos, B) fibroblastos C) AD-MCS.
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8.2.2 Ensayo vida/muerte

La viabilidad celular de macrofagos, fibroblastos y AD-MCS en contacto con el extracto de
bECMh mediante microscopia Confocal. La viabilidad celular no mostré diferencias
significativas (bBECMh vs DMEM) y solo se encontraron diferencias cuando se compar6 con
el control positivo de muertos (A, B y C) demostrando que bECMh es biocompatibles con
multiples lineas celulares. Ademas, la morfologia celular no se vio comprometida después
de la exposicion al extracto soluble, como se confirm6 mediante microscopia Confocal (D,

E y F) Figura 7.
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Figura 7. Ensayo vida/muerte D) macrofagos, E) fibroblastos F) AD-MCS
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8.2.3 Expresion de citocinas

La produccion de citoquinas proinflamatorias en macrofagos expuestos al extracto de
bECMh (Figura 10). Encontramos un aumento de las citocinas proinflamatorias IL-6 (A) y
TNF-a (B). Para la citocina quimiotactica MCP-1, también encontramos un aumento (D).
Por otro lado, la concentracion de IL-12 y concentracion de citoquinas antiinflamatorias, 1L-

10 (Cy E) no se vieron alteradas por la exposicion al extracto de bECMh. Figura 8.
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Figura 8. Citocinas proinflamatorias en macrofagos expuestos a bECMh. A) IL-6. B) TNF-
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8.3 BIOCOMPATIBILIDAD IN VIVO

A las 24 h después de la inyeccion subcutdnea de bECMh en la region dorsal (A, By C) y
cloroformo (D, E y F) como control del dafio, se observd tejido de reaccion. bECMh
permanece estable en un area bien definida (circulo negro), sin ninguna anomalia de la dermis
(A). A 10X, se observo baja celularidad dentro del material (B). Un mayor aumento (40X)
(recuadro negro) mostrd la estructura fibrilar bECMh, con presencia de pocas células
polimorfonucleares y similares a fibroblastos. Por el contrario, la inyeccion de cloroformo
causé un dafio severo induciendo un hematoma (D). A 10X se aprecia el infiltrado
inflamatorio (E) formado por macrdéfagos de tipo epitelioide intercalados con algunos
fibroblastos, asi como pequefios vasos sanguineos en un estroma de tejido conjuntivo denso,

como se muestra a 40X (F). Barra de escala 50 um. Figura 9.
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Figura 9. A 24 h después de inyeccion subcutanea en dorso de bECMh (A, By C)y
cloroformo
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8.4 EVALUACION DE REGENERACION OSEA

Se realizo cirugia y colocacion de los grupos (PECMh y bECMh+HA) y 2 grupos controles
positivo (autoinjerto) y negativo (Figura 10) para posteriormente sacrificio a los 6 meses para

realizar el analisis macroscopico e histoldgico.
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Creacion Colocacion

Incision defecto 6seo Defecto Oseo del injerto

Figura 10. Cirugia en calota de rata Wistar y colocaciéon de bECMh, bECMh/HA y
Autoinjerto
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En la evaluacion macroscopica 0.6 X podemos observar que bECMh es el grupo que logro
una regeneracion del area del defecto critico, ya que presentaba una dureza en todo el
andamio implantado, seguido del grupo bECMh+HA donde se presentaba areas sin
mineralizar por completo, el grupo control positivo también presentaba areas sin mineralizar
en mayor numero y por ultimo el control negativo no presento areas mineralizadas
confirmando con esto que el defecto que se realizd no se puede reparar por si solo. (Figura

11).
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bECMh bECMh+HA Control - Control +

Figura 11. Evaluacion macroscopica a 6 meses de bECMh, bECMh/HA, Control positivo y
Control
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En la evaluacion histologica se corroboro lo mostrado por la evaluacion macroscopica,
mostrando histologicamente que bECMh presenta espacios medulares y osteocitos que lo
ocupan, asi como también lineas de desarrollo 6seo mostrando un hueso maduro, bBECMh/HA
presentaba de igual osteocitos y lineas de crecimiento de hueso, mas sin embargo todavia
presentaba tejido conectivo no mineralizado o parcialmente mineralizado, corroborando con
esto, que el hueso 6seo no se presentaba maduro sino en formacion, el Control positivo
(autoinjerto), presenta debajo del hueso una area de osteoblastos formando las ldminas de
desarrollo al igual que areas de tejido conectivo, el control negativo, presento fibroblastos y
fibras de colagena corroborando que es un tejido conectivo bien estructurado sin formacion

de tejido oseo ( Figura 12).
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Control +

Control -

Figura 12. Evaluacion histologica a 6 meses de bECMh, bECMh/HA, Control positivo y
Control negativo
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9 DISCUSION

El andlisis evidencio la presencia de colageno tipo 1 en bECMh, mostrando un alto contenido
de cadenas al y o2. Esto importante ya que el COL tipo 1 ejerce funciones relevantes
funcionando como andamio para células dseas, manteniendo la resistencia 6sea necesaria
(Saito & Marumo, 2015), promoviendo formacion 6sea y regulando fibrilogénesis del
colageno (Fonseca et al., 2014). Esta caracteristica de bECMh permitiria interaccion con
otras proteinas coladgenas y no coldgenas para ensamblar haces de fibrillas y fibras (Varma et
al., 2016) que se necesitan para formar un nicho ideal para regeneracion de tejidos como se
requiere para la deposicion de hidroxiapatita (HA) (Tavafoghi & Cerruti, 2016).

bECMh mejora proliferacion de fibroblastos y no es citotoxico para macréfagos y células
mesenquimatosas derivado del tejido adiposo. En el andlisis de proliferacion inducida por
extracto de bECMh, por MTT en macroéfagos, fibroblastos y AD-MSC. Todas las lineas
celulares mostraron mayor viabilidad celular de 24 a 72 h con bECMh y DMEM (Figura 2
A, B y C). Curiosamente, los fibroblastos mostraron una mayor proliferacion a 48 h en
comparacion con el control DMEM (p = 0,02) y este comportamiento se mantuvo hasta las
72 h. Mientras tanto, los macréfagos y AD-MSC y los macréfagos mostraron mayor
comportamiento proliferativo mejorado por los estimulos de DMEM. Estudios previos ya
han demostrado que proliferacion en diferentes lineas celulares se ve afectada positivamente
por la presencia de hidrogeles DBM. Por ejemplo, la proliferacion de células craneales
primarias de raton (mCP) se ve reforzada por hidrogel de bDBM digerido y solubilizado con
pepsina (Sawkins et al., 2013). La bECMh se obtuvo eliminando todos los componentes

celulares facilitando la degradacion rapida del andamio y se reemplaza con tejido y células
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del huésped funcionales apropiados para el sitio. La presencia de restos celulares se ha
relacionado con el perfil de polarizacion de macréfagos a M1 y el fenotipo
proinflamatorio(Brown et al., 2009). En nuestro caso, ausencia de contenido celular puede
explicar baja proliferacion de macrofagos, evitando activacion de los macrofagos y el
fenotipo proinflamatorio resultante. Por otro lado, la proliferacion de fibroblastos es
necesaria para la formacion de ECM de novo (lismaa et al.,, 2018). La induccion de
proliferacion de fibroblastos es clave, ya que las células del estroma pueden servir como
fuente de factores de crecimiento y citoquinas para apoyar y mejorar regeneracion
(desJardins-Park et al., 2018). Las terapias actuales celulares se basan en uso de fibroblastos,
ECM vy tejido placentario crioconservado para inducir la regeneracion tisular(Gibbons,
2015). Sin embargo, también se sabe que la falla en la regeneracion tisular resulta mas
comunmente en inflamacién crénica y/o fibrosis (orquestada por fibroblastos), lo que
conduce a una neoformacion dafiada de tejido no funcional (Ugurlu & Karaoz, 2020). Esto
se puede remediar en condiciones reales, por la presencia de MSC en la zona, ya que tienen
un efecto antifibrdtico que se relaciona con sus propiedades antiinflamatorias y angiogénicas
(Spees et al., 2016). Ademas, las MCS secretan citocinas que inhiben los fibroblastos
(Jackson et al., 2012) y factores como el factor de crecimiento de hepatocitos liberado por
las MSC que pueden regular a la baja la expresion de TGF-B1, COL-1 y COL-3 en los
fibroblastos, y aumentar la expresion de las metaloproteinasas de la matriz 1 , 3 y 13,
favoreciendo asi la facturacion de ECM(Jackson et al., 2012). La combinacion de estos tipos
de células en el nicho es importante y hay evidencia que muestra que su cohabitacién
minimiza cicatrizacion en la zona de regeneracion (Yates et al., 2017).

Ademas, para evaluar la citotoxicidad del extracto de hidrogel de bECM soluble, se

incubaron un total de 4 mg/mL en contacto con macrofagos, fibroblastos y AD-MSC.
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Curiosamente, encontramos que los patrones de liberacion de LDH eran similares entre las
diferentes lineas celulares en comparaciéon con el grupo DMEM (bECMh frente a DMEM).
Las densidades opticas (OD) fueron mas altas en macrofagos (0,135+0,08 vs 0,102+0,04 OD)
en comparacion con fibroblastos (0,072+0,03 vs 0,067+0,02 OD) y AD-MCS (0,048+0,02
vs 0,062+0,01 OD) y diferencias estadisticas solo se encontraron cuando se compar6 la DO
con la liberacion de LDH del control (célula lisada, p<0,0001).

Dado que la citotoxicidad es una evaluacion basica para analizar la biocompatibilidad de los
materiales y un parametro importante para usar un biomaterial como andamio, también
evaluamos viabilidad celular de macréfagos, fibroblastos y AD-MSC en contacto con el
extracto de bECMh mediante uso del ensayo de viabilidad celular LIFE/DEATH mediante
microscopia Confocal. Encontramos un comportamiento muy similar de viabilidad celular
no mostro diferencias significativas (bDECMh vs DMEM). Los porcentajes de células vivas
de macrofagos (93,7 % frente a 94,3 %), fibroblastos (92,3 % frente a 93,3 %) y AD-MSC
(95,3 % frente a 96,3 %) (Figura 3 A, B y C) demostraron que bECMh es biocompatible con
multiples lineas celulares. Ademas, la morfologia celular no se vio comprometida después

de la exposicion al extracto soluble, como se confirm6 mediante microscopia Confocal.

Hay una gran cantidad de estudios que muestran que los hidrogeles basados en ECM son
citocompatibles y promueven diferenciacion y proliferacion (Alom et al., 2018; Koci et al.,
2017; Liang et al., 2015). Por ejemplo, se ha demostrado que osteocalcina que se encuentra
en ECM es propensa a aumentar tasas de proliferacion de las MSC de una manera
dependiente de la dosis, mientras que la osteopontina induce a MSC a diferenciarse (Carvalho

et al., 2019). En este sentido, el comportamiento de proliferacion de las CMM en nuestro
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estudio podria estar inducido por los mismos fendmenos, sin embargo, se necesitan mas

estudios para confirmar esta hipotesis.

bECMh estimula produccion de citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-a y MCP-1 en
macréfagos. La induccion del perfil de citoquinas es importante para obtener informacion
sobre el impacto de bECMh en promocion de la inflamacioén. Después de la exposicion al
extracto de hidrogel en los macrofagos, encontramos un aumento en las citoquinas
proinflamatorias 1L-6 (79,18+£25,68 vs 11,10+0,37 pg/mL) y TNF-a (1157,99+27,29 vs
247,37+18,91 pg/ ml) (Figura 10). Para la citoquina quimiotactica MCP-1, también
encontramos aumento (634.70+£16.38 vs 118.96+6.40 pg/mL, p=0.000). Por otro lado, la
concentracion de 1L-12 (25,57+5,26 vs 16,07+7,39 pg/mL) y citocina antiinflamatoria, IL-
10 (43,2242,76 vs 40,39+4,55pg/mL) no fueron alterados por la exposicién al extracto de

hidrogel bECM.

En condiciones naturales, una lesiéon promoveria inflamacion para aumentar el flujo
sanguineo y permeabilidad vascular, provocando acumulacion de liquido, leucocitos y
reclutamiento de mediadores inflamatorios, asi como regulacion al alza de citoquinas
proinflamatorias, especialmente IL-1B y TNF-a (Bethea et al., 1999; Pineau & Lacroix,
2007) . Existe evidencia que las citocinas proinflamatorias, como el TNF-a, son necesarias
para regeneracion del tejido hepatico al aumentar tasas mitoticas de manera dependiente de
la dosis (Beyer & Stanley, 1990; Mealy & Wilmore, 1991). En este sentido, IL-6 también
aumenta en la regeneracion del tejido hepatico, se sabe que el TNF-a orquesta la produccion
de IL-6 (Akerman et al., 1992) lo que sugiere que el hidrogel bECMh promueve ambas

citoquinas proinflamatorias para iniciar un proceso reparador o regenerativo. Ademas,
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estudios recientes han demostrado que expresion de citocina quimiotactica MCP-1 es
importante en promocion de angiogénesis y vasculogénesis, asi como en la regeneracion de
la vascularizacion de la pulpa dentada para la regeneracion tisular (Akerman et al., 1992;

Hayashi et al., 2015).

Hay evidencia de que MCP-1 promueve angiogénesis mediante regulacion de VEGF y HIF-
a mediante activacion del factor de transcripcion ETS-1 (Hong et al., 2005). Todo esto
sugiere que MCP-1 podria ser un promotor de angiogénesis por activacion de factores
angiogénicos secundarios por estimulacion de bECMh. Después de 24 horas de estimulacioén
con bECMM, la deteccion nula de la citosina pro inflamatoria IL-12 podria deberse a la rapida
respuesta de IL-12 en la cicatrizacion de heridas, lo que sugiere su degradacion antes de las
24 h. (Zhang et al., 2015)encontraron que IL-12 induce un inicio significativamente mas
rapido y mayor actividad metabodlica en respuesta inflamatoria en la piel lesionada durante
los primeros momentos de cicatrizacion de heridas (Li et al., 2015). Ademas, la falta de IL-
12 e IL-23 muestra mayor formacion Osea al inhibir indirectamente las células madre
Mesenquimales de la médula 6sea para diferenciar los osteoblastos in vivo (Xu et al., 2016),
lo que respalda que IL-12 es fundamental para inicio de inflamacién y se metaboliza en las
primeras etapas de la inflamacion. regeneracion. No obstante, se requieren mas experimentos
para confirmar estos posibles mecanismos.

bECMh actiia como andamio permite colonizacion de células de tipo fibroblastico del
huésped in vivo. Después de 24 h de inoculacion de bECMh en la subdermis dorsal, el examen
macroscopico no mostr6 dafio en los tejidos circundantes (figura 11) y que el hidrogel tenia
buena gelificacion, ya que permanece estable en un area bien definida, lo que puede ayudar

a las células a ocupar su espacio
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La evaluacion histoldgica mostrd que, de hecho, bBECMh mostré una estructura fibrilar de
bECMh y estaba poblada por pocas células anfitrionas similares a fibroblastos y pocas células
inflamatorias, mientras que, como era de esperar, la inoculacion de cloroformo result6 en
dafio tisular severo con presencia de un fuerte infiltrado inflamatorio, en su mayoria
macrofagos de tipo epitelioide, neutrofilos y células tipo fibroblastos (figuras 5 E y F). Estos
resultados concuerdan con los mostrados por Vyborny, dado que su hidrogel de matriz
extracelular derivado del cordon umbilical humano también favorece colonizacion de las

células huésped en la zona de implantacion (Vyborny et al., 2019).
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10 CONCLUSIONES

La metodologia de elaboracion de un hidrogel de ECM derivado de hueso bovino (bECMh)
se logrd con éxito de forma robusta y reproducible. En los estudios /n vitro, el hidrogel se
comporta como un biomaterial dinamico aumentando proliferacion de fibroblastos e induce
produccion de citocinas proinflamatorias, entre como IL-6, TNF-o y MCP-1 necesarias para
regeneracion de tejidos. En cuanto a las pruebas de biocompatibilidad /n vivo, bECMh
permite colonizacion de células de tipo fibroblastico y polimorfonucleares del huésped, sin
dano ni inflamacion tisular. Estos resultados indican que bECMh es un material
biocompatible que podria usarse como andamio mejorando proliferacion y permitiendo
relleno de defectos 0seos para regenerar aun mas el tejido perdido.

El bECMh logro completa regeneracion del defecto critico 6seo en calota de rata Wistar, y
una regeneracion parcial en combinacion con hidroxiapatita (PECMh+HA), mostrando
mejores resultados que el autoinjerto confirmando con esto, que este biomaterial podria ser
una soluciodn a los defectos criticos 6seos ya sea por traumatismos o enfermedades, mas, sin
embargo, se requiere de mas estudios in vivo a diferentes tiempos, para entender el

funcionamiento de este biomaterial
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11 PERSPECTIVAS

Comparar el biomaterial bECMh con un producto comercial validado.
Evaluar la regeneracion Osea a intervalos iniciales de 1 y 3 meses.
Determinar las vias de sefalizacion y procesos celulares involucrados durante el proceso

de regeneracion 6sea, mediante transcriptomica.
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Regenerative therapy in dentistry has gained interest given the complexity to restore dental
and periodontal tissues with inert materials. The best approach for regeneration requires
three elements for restoring functions of affected or diseased organ tissues: cells, bioactive
molecules, and scaffolds. This triad is capable of modulating the processes to replace lost
or damaged tissues and restore function, as it has an impact on diverse cellular processes,
influencing cell behavior positively to induce the complete restoration of function and
morphology of such complex tissues. Hydrogels (HG) have shown advantages as
scaffolds as they are soft and elastic three-dimensional (3D) networks formed from
hydrophilic homopolymers, copolymers, or macromers. Besides simple or hybrid, HG
show chemical, mechanical and biological activities such as the incorporation of cells in
their structures, the retention of high-water content which enhances the transportation of
cell nutrients and waste, and elastic and flexible characteristics that emulate the native
extracellular matrix (ECM). HG can induce changes in cellular processes such as
chemotaxis, proliferation, angiogenesis, biomineralization, and expression of specific
tissue biomarkers, enhancing the regeneration process. Besides some of them have
anti-inflasmatory and anti-bacterial effects. This review aims to show an extensive
overview of the most used hydrogels in tissue engineering, emphasizing those that are
studied for the regeneration of oral tissues, their biological effects, and their clinical
implications. Even though most of the HG are still under investigation, some of them
have been studied in vitro and in vivo with outstanding results that may lead to preclinical
studies. Besides there are HG that have shown their efficacy in patients such as hyaluronan
HG that enhances the healing of gingival tissue.

Keywords: hydrogel, oral tissue, dental regeneration, periodontal regeneration, tissue engineering

INTRODUCTION

In recent years, advances have been made in oral tissue engineering and regenerative dentistry thanks
to the growing amount of research in fields such as, stem cell biology, genetic, molecular engineering,
and pathologies that affect the dental organ and its supporting tissues (Miran et al., 2016).
Nevertheless, regeneration is still ruled by the need for three elements that have the goal of
restoring functions of affected or diseased organ tissues (Cavalcanti et al., 2013; Lee et al., 2014;
Fukushima et al., 2019): ECM, which serves as a scaffold; active biomolecules, that regulate cell
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Abstract

Background: Nowadays, biomaterials used as a scaffold must be easy to deliver in the bone defect
area. Extracellular matrix (ECM) hydrogels are highly hydrated polymers that can fill irregular shapes
and act as bioactive materials.

Obijective: This work aims to show the effects of ECM hydrogels derived from bovine bone (bECMh)
on proliferation, cytotoxicity and expression of pro-inflammatory cytokines in three cells types
involved in tissue regeneration, as well as biocompatibility in vivo.

Methods: In vitro, we used an extract of bECMh to test it on macrophages, fibroblasts, and adipose-
derived mesenchymal stem cells (AD-MCSs). Cell proliferation was measured using the MTT assay,
cytotoxicity was measured by quantifying lactate dehydrogenase release and the Live/Dead Cell
Imaging assays. Concentrations of IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1 and TNF-a were quantified in the
supernatants using a microsphere-based cytometric bead array. For in vivo analysis, Wistar rats were
inoculated into the dorsal sub-dermis with bECMh, taking as reference the midline of the back. The
specimens were sacrificed at 24 h for histological study.

Results: In vitro, this hydrogel behaves as a dynamic biomaterial that increases fibroblast
proliferation, induces the production of pro-inflammatory cytokines in macrophages, among which
MCP-1 and TNF-a stand out. In vivo, bECMh allows the colonization of host fibroblast-like and
polymorphonuclear cells, without tissue damage or inflammation.

Conclusions: The results indicate that bECMh is a biocompatible material that could be used as a
scaffold, alone or in conjunction with cells or functional biomolecules, enhancing proliferation and
allowing the filling of bone defects to its further regeneration.

Keywords: Bovine extracellular matrix hydrogel; biocompatibility; biomaterial; demineralized bone
matrix; regeneration.

LinkOut - more resources

Full Text Sources
10S Press

Miscellaneous
NCI CPTAC Assay Portal

https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/35466925/

Extracellular matrix hydrogel derived from bovine bone is biocompatible in vitro and in vivo - PubMed

78

n



£5 EL CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA (&)
conacyr Y LA UNIVERSIDAD POLITECNICA DE SINALOA ~ %,=¢

Otorgan el presente

RECONOCIMIENTO

..-_,f__?// A:Alfredo Del Rosario Ayala Ham

Por su participacion con la ponencia: ESTANDARIZACION DE MODELO DE
REGENERACION OSEA EN CALOTA DE RATA en modalidad: Ponencia dentro del

4 ~ marco del Quinto Encuentro de Jovenes Investigadores en el Estado de Sinaloa,
celebrado los dias 13 v 14 de septiembre de 2017 en la ciudad v puerio de Mazatlan,

Sinaloa, México.

|

AV Gt v Ofnd €
M.C. Gisels Morales Gonzalez Dva. Alma ia Dimeda Aguirre
Dwactorn de Vinculacstn Fascaorn
Cansejo Maconal de Ciencia y Tecnologis Polsicrecs de Sinnloa

B o« & @ 8 w=a
%Y DOER2OAIOR T mLZVO LA =

79



La Universidad Autonoma de Sinaloa W

a traveés de la
Facultad de Biologia

Otorgan la presente

Constancia

. MC,ALFREDO DEL ROSARI) AYALA HAM, DR, ROSALI) RAMOS PAYAN,
A. ORA. ERIKA DE LOURDES SILVA BENITEZ, DR. JOSE GEOVANNI ROMERO QUINTAMNA,
DR JOSE GUILLERMO ROMERD NAVARRD, DRA. ELSA MARIBEL AGUILAR MEDIMA.

Por su valiosa participacion en  Modalidad Cartel Categoria Postgrado, como parte de

las actividades de la Y00V semana Nacional de la Ciencia y Tecnologia, realizado el dia 27
de octubre del presente afio en las instalaciones de la Facultad de Biologia con el tema:

EVALUACION DE REGENERACION OSEA EMPLEANDO DIFERENTES FORMULACIONES DE
MATRIZ OSEA DESMINERALIZADA ¥ MATRIZ EXTRACELULAR

Atentamenta
“Vida, Ciencia y Conclencia”
Culiactin Rosales, Sinaloa. octubre de 2017
Al e
Or. Vicanis Olimen Andalin

Dhracior ab by Fculind de &m:,-..
LaCrisiSdelagua . ¢y
problemas rm?(gn:rm MERICO I @‘:ﬂ”'th

80



INAPI

LIAETEREY

{%‘}(f}ﬂﬂfﬁ SINALOA i
L F .

EL INSTITUTO DE APOYO A LA INVESTIGACION E INNOVACION

OTORGA EL PRESENTE

RECONOCIMIENTO

3l M.C. Alfredo del Rosario Ayala

Conferencista

81



Vl Simposio Nacional de Cienias
Famacéuticas y Biomedicng

Simposio Nacional &
Micobiologia Aplicads

oot d s Gz, Mt Lo, a1 el 00
Aores b e

Alfredo del Rosario Ayala Ham, Manbel Aquilar Medina, Rosallo Ramos Payén, Juan Ignacio
Samiento Sanchez, Gloria Yolanda Castro Salazar, José Geovanni Romero Quintana

A nombre def Comt et del VI mposio Necionalde Clenias Famaseucas  Biomediona y V Simposi Neconal de Misrobikgia
Apicada 200, se exlnd a presen paa noficate que su rabao thuado:

Biocompatbiidad de un hidrogel de malriz 6sea y en combincion con hidroxiapatita sobre
macrélagos

hasido revisado y Aueptado para s presentacon ¢n  modaldad Ora

82



	RESUMEN
	ABSTRACT
	1 INTRODUCCIÓN
	1.1 TEJIDO ÓSEO
	1.1.1 Tipos de tejido óseo
	1.1.2 Tipos celulares
	1.1.3 Matriz extracelular ósea
	1.1.3.1 Proteínas no colagenas
	1.1.3.2 Factores de crecimiento de matriz ósea


	1.2 INGENIERÍA TISULAR
	1.2.1 MECANISMOS DE REGENERACIÓN TISULAR.
	1.2.2 TIPOS Y FUENTES DE INJERTOS
	1.2.3 Matriz extracelular


	2 ANTECEDENTES
	3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
	4 JUSTIFICACIÓN
	5 HIPÓTESIS
	6 OBJETIVOS (GENERAL Y ESPECIFICOS)
	6.1 OBJETIVO GENERAL
	6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

	7 METODOLOGIA
	7.1 ÁREA DE ESTUDIO
	7.2 TIPO DE ESTUDIO
	7.2.1 CUADRO DE VARIABLES
	7.2.2 GRUPOS DE ESTUDIO

	7.3 LUGAR DE REALIZACIÓN DEL ESTUDIO
	7.4 FINANCIAMIENTO Y/O BECAS
	7.5  PRIMERA FASE: OBTENCIÓN DE MATRIZ EXTRACELULAR ÓSEA (ECM)
	7.5.1 Extracción de Matriz Ósea Desmineralizada Bovina (bBM) y descelularización
	7.5.2 Digestión enzimática y preparación de hidrogel (bECMh)
	7.5.3 Evaluación del contenido celular residual (Histología y qPCR)
	7.5.4 Análisis de proteínas

	7.6 SEGUNDA FASE: EVALUACIÓN IN VITRO
	7.6.1 Preparación de extractos de bECMh para ensayos de biocompatibilidad
	7.6.2 Análisis de viabilidad celular
	7.6.3 Citotoxicidad del ensayo bECMh
	7.6.4 Análisis de viva y muerte
	7.6.5 Análisis de expresión de citocinas

	7.7 TERCERA FASE: EVALUACIÓN IN VIVO
	7.7.1 Cuidado y manejo de ratas Wistar
	7.7.2 Modelo experimental en rata Wistar
	7.7.2.1 Grupos de estudio
	7.7.2.2 Criterios de inclusión
	7.7.2.3 Criterios de Exclusión
	7.7.2.4 Criterios de Eliminación

	7.7.3 Biocompatibilidad in vivo
	7.7.4 Evaluación de Regeneración ósea
	7.7.4.1 Preparación preoperatoria
	7.7.4.2 Procedimiento Operatorio
	7.7.4.3 Cuidado posoperatorio
	7.7.4.4  Sacrificio y toma de muestra

	7.7.5 Evaluación Histológica
	7.7.5.1 Análisis Histológico
	7.7.5.2 Metodología de la Tinción de Hematoxilina eosina



	8 RESULTADOS
	8.1 PREPARACIÓN Y ANALISIS DEL bECMh
	8.1.1 Extracción de ECM
	8.1.2 Digestión enzimática de ECM
	8.1.3 Gelificación.
	8.1.4 Contenido celular y Contenido Proteico

	8.2 BIOCOMPATIBILIDAD IN VITRO
	8.2.1 Viabilidad celular y citotoxicidad
	8.2.2 Ensayo vida/muerte
	8.2.3 Expresión de citocinas

	8.3 BIOCOMPATIBILIDAD IN VIVO
	8.4 EVALUACIÓN DE REGENERACIÓN ÓSEA

	9 DISCUSIÓN
	10 CONCLUSIONES
	11 PERSPECTIVAS
	12 REFERENCIAS
	13 ÍNDICE DE FIGURAS
	14 ÍNDICE DE CUADROS
	15 ANEXOS

