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RESUMEN 

 

INTRODUCCIÓN: En la actualidad, los biomateriales utilizados como andamios para la 

regeneración ósea deben ser fáciles de administrar en el área del defecto. Los hidrogeles de 

matriz extracelular (ECM) son polímeros altamente hidratados que pueden rellenar formas 

irregulares y actuar como materiales bioactivos. Por otra parte, hidroxiapatita (HA) ha 

utilizada extensamente en reparación de dichos defectos óseos. Sin embargo, la formulación 

de un biomaterial idóneo para tal objetivo, aún sigue pendiente, por lo que la investigación 

en esta área se torna prioritaria.  OBJETIVO: Evaluar el efecto de un hidrogel de ECM 

derivado de hueso bovino (bECMh) sobre la proliferación, citotoxicidad y expresión de 

citocinas proinflamatorias en macrófagos, fibroblastos y células troncales mesenquimales 

derivadas de tejido adiposo (AD-MCS), las cuales son células involucradas en la 

regeneración de tejidos in vitro, así como su biocompatibilidad in vivo en dorso y 

regeneración ósea en calota de ratas Wistar. MATERIALES Y MÉTODOS: In vitro, 

usamos extracto de bECMh para evaluar su efecto en macrófagos, fibroblastos y AD-MCS. 

La proliferación celular se midió utilizando ensayo MTT, y citotoxicidad se midió mediante 

cuantificación de liberación de lactato deshidrogenasa y ensayos de imágenes de células 

vivas/muertas. Las concentraciones de IL-6, IL-10, IL-12p70, MCP-1 y TNF-α se 

cuantificaron en los sobrenadantes utilizando un arreglo de perlas citométricas (CBAs). Para 

el análisis in vivo de biocompatibilidad, se inoculó bECMh en la subdermis dorsal de ratas 

Wistar. Los especímenes fueron sacrificados a las 24 h para estudio histológico. Para la 

evaluación de regeneración se realizó un defecto óseo critico en calota y se colocó bECMh y 
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bECMh con Hidroxiapatita (bECMh+HA) por 6 meses. RESULTADOS: In vitro, este 

hidrogel se comporta como un biomaterial dinámico aumentando proliferación de 

fibroblastos, induce producción de citocinas proinflamatorias en macrófagos, entre las que 

destacan MCP-1 y TNF-α. In vivo, bECMh permite colonización de células 

polimorfonucleares y similares a fibroblastos en dorso, sin daño ni inflamación tisular y en 

el estudio de regeneración ósea observamos histológicamente un tejido similar a hueso a 6 

meses en bECMh, mientras que bECMh+HA, generó un tejido osteoide irregular. 

CONCLUSIONES: Estos resultados indican que bECMh es un material biocompatible para 

regenerar el tejido óseo y podría usarse como andamio, potenciando proliferación y 

permitiendo el relleno de defectos óseos para su regeneración. 

 

Palabras clave. Hidrogel de matriz extracelular bovina, Matriz ósea desmineralizada, 

Biocompatibilidad, Regeneración, Biomaterial, hidroxiapatita. 
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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 (bECMh ) 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-α concentrations 

were quantified in supernatants using a microsphere-based cytometric bead array. For in vivo 

biocompatibility analysis, bECMh 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-α 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. 
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1 INTRODUCCIÓN 

 

Los accidentes laborales, deportivos, vehiculares, enfermedades degenerativas e infecciones 

pueden producir daños tisulares extensos al igual que fracturas de huesos y cartílagos que 

requieren cirugía para su reconstrucción y rehabilitación ante esta problemática se forma una 

nueva ciencia llamada ingeniería 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 intrínsecas de 

reparación, existen situaciones en la lesión es grave y no permite que éstas logren una 

regeneración completa, dicha regeneración está dictada por tres factores(Roddy et al., 2018), 

que juntos son capaces de restaurar funciones de órganos afectados o enfermos (Holzapfel et 

al., 2017): matriz extracelular definida por sus siglas en inglés (ECM) proporciona un 

andamiaje, biomoléculas de señalización que regulan el crecimiento y diferenciación celular, 

y células requeridas para formación de tejido (Vieira et al., 2017). Por lo tanto, se logrará una 

regeneración completa si se proporciona un andamio estructural que le confiera propiedades 

mecánicas, pero también que estimule la migración de poblaciones celulares (Bhattacharjee 

et al., 2017). 

  

Un propiedad importante que debe poseer el andamio es estimular de manera efectiva la 

transportación de poblaciones celulares, proporcionando una estructura que confiera 

propiedades mecánicas adecuadas al tejido,  además, el andamio idealmente debe degradarse 
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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 autógeno es la opción óptima para tratar las lesiones de tejido mineralizado 

ya que provoca un menor rechazo inmunológico (Barootchi et al., 2020). Sin embargo, el uso 

de injertos del mismo paciente tiene algunas desventajas, como una segunda intervención 

quirúrgica y la probabilidad de infección. Por esta razón, se han desarrollado una variedad 

de materiales para la ingeniería de tejidos mineralizados, siendo los componentes aislados 

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

 

La ECM es el material de andamiaje biológico natural e ideal. Por esta razón, en condiciones 

naturales, es diseñado y producido a la medida por las células residentes de cada tejido y 

órgano (Saldin et al., 2017). Las funciones principales de ECM son apoyar y proporcionar el 

andamiaje y la señalización para que las células se comuniquen entre sí y con su entorno 

externo (Saldin et al., 2017). La composición de la ECM no se ha descrito completamente, 

por esta razón, la síntesis de una ECM emulada in vitro aún no es posible. Sin embargo, se 

puede realizar el aislamiento de componentes individuales de ECM como colágeno, 

fibronectina, laminina y ácido hialurónico. Además, los andamios de ECM también se 

pueden recolectar de diferentes tejidos como hueso, intestino delgado, hígado, páncreas, piel 

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

 

Hoy en día, existe una demanda de materiales que permitan una fácil administración por 

inyección y que puedan reticularse in vivo para formar un andamio. Estos requisitos se 

cumplen mediante formulaciones de hidrogel que dan como resultado un andamio hidrofílico 
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reticulado físico y químico que se puede utilizar para administrar moléculas biológicas 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, 

colágeno, ácido hialurónico. Se pueden aplicar hidrogeles sintéticos y naturales para llenar 

espacios, administrar moléculas bioactivas, medicamentos y células 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 proliferación, diferenciación 

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

 

Los hidrogeles se han considerado el biomaterial de elección para aplicaciones de ingeniería 

de tejidos y la evidencia respalda que los hidrogeles de ECM derivados de hueso bovino 

(bECMh) pueden promover proliferación, así como la diferenciación osteogénica de líneas 

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. 

Además, existe una brecha en la determinación de la biocompatibilidad y los efectos de 

bECMh in vivo. Por lo tanto, el enfoque del presente artículo es mostrar los efectos de 

bECMh sobre la proliferación, citotoxicidad y expresión de citoquinas proinflamatorias in 

vitro en células involucradas en la regeneración de tejidos como macrófagos, fibroblastos y 

células madre mesenquimales, así como biocompatibilidad in vivo (Chaudhuri et al., 2020). 
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Por lo tanto, es de vital importancia conocer el tejido que deseamos regenerar como lo es el 

tejido óseo y sus componentes y estructura y la forma como podemos facilitar su desarrollo 

y crecimiento. 

 

1.1 TEJIDO ÓSEO 

El tejido óseo es un tejido conectivo denso caracterizado la mineralización de la matriz 

extracelular (ECM, extracellular matrix), proporcionando gran dureza. Morfológicamente, 

presenta ciertas similitudes al tejido cartilaginoso ya que ambos están construidos por células 

rodeadas por una EMC amorfa.  Las células del hueso, denominadas osteocitos, están 

localizadas en unos espacios del tejido óseo denominados osteoplastos.  

 

Entre algunas de las funciones del tejido óseo tenemos: 

• Sostén. Lugar de fijación de músculos y tendones. 

• Protección. Órganos vitales de cabeza y cavidad torácica. 

• Regulación de calcio. Depósito de calcio.  

 

1.1.1 Tipos de tejido óseo 

Existen dos tipos de tejido óseo atendiendo a sus características macroscópicas: compacto y 

esponjoso (o laminar). El tejido óseo compacto está formado por una masa compacta con 

pocos espacios y en su interior se forma una cavidad que alberga a la medula ósea amarilla. 

Mientras que el tejido esponjoso está constituido por finas trabéculas que se entrecruzan 
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dando lugar a una forma de red, cuyos espacios están intercomunicados y albergan la medula 

ósea roja (Welsch & Sobotta, 2008). 

 

1.1.2 Tipos celulares 

Las células del tejido óseo 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 morfología fusiforme y 

se encuentran constituyendo la capa más profunda del periostio y del endostio y en las 

paredes de los conductos de Havers, que llevan al interior del hueso los vasos sanguíneos 

para el aporte de oxígeno y nutrientes, así como para la eliminación de sustancias de desecho. 

 

Los osteoblastos son las células que sintetizan los componentes de la matriz ósea, se localizan 

en la superficie externa de los huesos en crecimiento, adosadas sobre espículas óseas 

formando una lámina como un epitelio simple cúbico con prolongaciones que se introducen 

osteoide, el cual está formado por ECM orgánica (principalmente fibras de colágeno) no 

mineralizadas. El depósito de sales de calcio se produce de 8 a 10 días después de que se 

hayan liberado las moléculas de tropocolágeno. 

 

Los osteocitos se originan a partir de los osteoblastos cuando pierden la capacidad de síntesis, 

estas células quedan atrapadas en la matriz ósea mineralizada, formando lagunas. Los 

osteocitos se comunican entre sí mediante prolongaciones citoplasmáticas a través de los 

canalículos óseos o calcóforos. Estas células intervienen en el mantenimiento del buen estado 

de la matriz ósea y desempeñan un importante papel en el intercambio de calcio con la sangre. 
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Los osteoclastos son células cuya misión es la reabsorción ósea, que tiene lugar en los 

procesos de crecimiento y reparación del hueso, así como la eliminación de porciones de 

matriz ósea 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 ósea 

Alrededor del 99% del volumen de la EMC ósea se encuentra mineralizada. El componente 

orgánico está integrado por colágeno tipo I (85-90%) y una pequeña proporción de otras 

proteínas (10-15%) como proteoglicanos (biglicano, decorina), proteínas indicadas en la 

adhesión celular (trombospondina, ostenectina, sialoproteina ósea), osteocalcina, 

ostepontina, fosfatasa alcalina   y factores de crecimiento. El componente inorgánico de la 

matriz está constituido en su mayor parte por fosfato cálcico en forma de cristales de 

hidroxiapatita. La ECM matriz ósea que no se halla mineralizada constituye menos del 1% 

del volumen del total y se denomina osteoide. Esta composición del tejido óseo es la 

responsable de las propiedades biomecánicas del hueso. Las fibras de colágena le 

proporcionan flexibilidad y resistencia a la tensión y las sales minerales le confieren dureza, 

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

 

1.1.3.1 Proteínas no colagenas 
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La matriz también contiene otras proteínas no colágenas que forman la sustancia fundamental 

del tejido óseo, que constituyen sólo el 10% del peso total de las proteínas de la matriz ósea, 

son indispensables para el desarrollo, el crecimiento, el remodelado y la reparación del hueso. 

Tanto el colágeno como los componentes de la sustancia fundamental se mineralizan para 

formar el tejido óseo. Los componentes principales de proteínas no colágenas que hay en la 

matriz ósea son los siguientes:  

 

El ácido hialuronico es un glucosaminoglicano que se encuentra en la EMC de todos los 

tejidos animales, es abundante en tejidos conectivos, tiene gran capacidad de hidratación, 

aporta a los tejidos resistencia a presiones mecánicas y otras funciones relacionadas con la 

comunicación y diferenciación celular. Interviene en las partes iniciales de la morfogénesis 

ósea. 

 

El condroitin sulfato es un componente de la ECM importante en mantenimiento de la 

integridad estructural, componente mayoritario del cartílago y propiedad de retención de 

agua a estos proteoglicanos. Las proteínas Biglicano y decorina son componentes del tejido 

conectivo y se unen a las fibrillas de colágeno tipo I, jugando un importante papel en el 

ensamblaje de la ECM. 

 

La osteocalcina es una proteína pequeña de la matriz sintetizada por los osteoblastos y 

plaquetas. Representa el 15% de las proteínas no colágenas de la matriz y sus niveles 

plasmáticos se han considerado como uno de los marcadores bioquímicos de la osteogénesis. 

La osteonectina es una glicoproteína con gran afinidad por el colágeno tipo I, calcio y por 

hidroxiapatita. Representa el 25% de las proteínas no colágenas. Se cree que interviene en la 
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regulación de la adhesión celular entre la matriz y las células, es necesaria para la 

mineralización normal.  

 

La fosfatasa alcalina es una enzima que libera fosfato inorgánico a partir de ésteres fosfóricos, 

necesario para la mineralización.  Se consideran un buen marcador de la actividad 

osteoblástica. Glicoproteínas como osteopontina, sialoproteina óseas, fibronectina, 

trombospondina y vitronectina son fundamentales en procesos de remodelado y regeneración 

ósea, reconocidas por las integrinas de los osteoblastos y los osteoclastos. Actúan como 

receptores de superficie de células óseas permitiendo la adhesión de células a ECM y 

activando señales. 

 

Las proteínas morfogenéticas de hueso (BMPs, bone morphogenetic proteins) facilitan el 

reclutamiento y diferenciación de células mesenquimales (MSCs),  inducen la formación de 

osteoblastos, capaces de provocar formación ósea en lugares ectópicos, responsables de la 

osteoinducción (Fitzgerald et al., 2004). 

 

1.1.3.2 Factores de crecimiento de matriz ósea 

Los factores de crecimiento son polipéptidos sintetizados en el propio hueso o procedentes 

de otros lugares como hígado o plaquetas, que intervienen en la diferenciación, crecimiento 

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

 

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

proteína de enlace. Por sí solo puede unirse a la hidroxiapatita. Incrementa la tasa de 
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formación ósea. Factor de crecimiento transformador beta (TGF-β). Los osteoblastos parecen 

ser los únicos que producen este mitógeno, que después es almacenado en la ECM para ser 

activo durante la resorción ósea.  

 

Factor de crecimiento similar a la insulina (IGF-1). La producción de este factor está 

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 

reparación de los tejidos. Además de estar involucrado en la Osteogénesis. Factor de 

crecimiento catiónico derivado del cartílago (FCCDC). Favorece la formación de tejido de 

granulación y de colágeno (Campos & Traumatología, 2010). 

 

1.2 INGENIERÍA TISULAR 

La premisa básica de la ingeniería de tejidos es la manipulación 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 señales autócrinas, parácrinas y endócrinas, 

señales de posición, interacción célula-matriz, fuerzas mecánicas y contacto célula-célula 

para medir la formación de la arquitectura 3D y su función (Antonio Campos Muñoz). 

 

El microambiente que rodea a la célula es rico en señales moleculares de otras células. Éstas 

pueden ser señales autócrinas que afectan a la misma célula que libera la molécula, señales 

parácrinas que afectan las células cercanas y señales endócrinas 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 transcripción, que pueden actuar 

inmediatamente sobre las células o ser almacenadas dentro de la ECM. Los factores de 

crecimiento y moléculas de señalización tienen la capacidad de estimular la proliferación y 

diferenciación celular. 

 

La ingeniería de tejidos ha pasado progresivamente por tres etapas. En la primera se 

empleaban biomateriales inertes con la única finalidad de usarlos como estructura sustitutiva 

de algunas partes del cuerpo dañadas. En la segunda etapa se inició la aplicación de una 

matriz biodegradable o andamio biológico con una estructura porosa, trabecular, o reticular 

que se coloca en el tejido dañado para promover en él un microambiente apropiado para el 

crecimiento y propagación 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 

biológico, con la finalidad de acelerar la regeneración hística. La tercera etapa nació con la 

reciente aparición de la nanotecnología y su aplicación a medicina, que ha llevado al concepto 

de nanomedicina (Antonio Campos Muñoz) . 

 

1.2.1 MECANISMOS DE REGENERACIÓN TISULAR. 

La regeneración ósea es posible de obtener mediante la combinación 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 mecánico y 

vascular. La combinación de estos elementos genera un ambiente apropiado para la 

regeneración. Los mecanismos biológicos que proporciona una base para la regeneración 
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son: la osteoconducción que se produce cuando el material de injerto óseo 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 óseo como osteoconductivo; la 

osteoinducción que consiste en la estimulación de las células osteoprogenitoras de 

diferenciarse en osteoblastos, para la formación de hueso nuevo. El tipo más estudiado de los 

mediadores celulares osteoinductiva son las BMPs; la osteopromoción que implica la mejora 

de la osteoinducción sin la posesión 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 sí solo el crecimiento de hueso; y la 

osteogénesis que se produce cuando los osteoblastos vitales procedentes del material de 

injerto óseo 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 óseo autólogo o 

autógeno consiste en la utilización de hueso obtenido a partir del mismo individuo. Cuando 

se llevará a cabo un injerto en bloque, el hueso autógeno es el preferido, ya que presenta 

menos riesgo de rechazo. Un aspecto negativo de los injertos autólogo es que se requiere de 

otra cirugía 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 cadáveres 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 

aloplásticos son injertos sintéticos que pueden estar hechos de hidroxiapatita, carbonato de 

calcio y fosfato tricálcico principalmente, un mineral natural que es también el componente 

principal del hueso. La hidroxiapatita es la más utilizada actualmente debido a su 

osteoconducción, dureza y aceptación 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 tricálcico en 

combinación con hidroxiapatita, para proporcionar un efecto de osteoinducción y 

reabsorción. 

 

La regeneración 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 atención por su uso potencial en regeneración de tejidos 

(Raspall, 2006). 

 

1.2.3 Matriz extracelular  

La mayoría de las características adecuadas para un biomaterial empleado en la regeneración 

ósea se encuentran presentes en la matriz extracelular (ECM), ésta es una mezcla compleja 

de proteínas funcionales y estructurales, glucoproteínas y proteoglicanos arreglados en una 

ultraestructura tridimensional que es única en cada localización anatómica (Brown & 

Badylak, 2014). Este andamiaje proporciona un soporte estructural, como sitios de unión para 
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las células superficiales y como reservorio de factores de señalización que modulan procesos 

como la angiogénesis, vasculogénesis, migración y proliferación celular (Badylak, 2002). 

Por estas propiedades versátiles, la ECM derivada de tejidos descelularizados ha sido 

explorada como fuente de andamios biológicos para ingeniería tisular y regenerativa 

(Hoshiba et al., 2010). La ECM es requerida para el acomodo de las células osteogénicas y 

guiar el crecimiento y regeneración tisular en tercera dimensión. 

 

La ECM porcina podría ser un biomaterial para la regeneración de tejidos ya que puede 

estimular la diferenciación celular y abogar un rápido crecimiento del tejido del huésped. 

Para la acelerar la regeneración hueso, el injerto necesita contener un número muy grande de 

células progenitoras o células diferenciadas por factores bioactivos para atraer células 

osteoprogenitoras hacia la región del defecto. Los andamios de ECM han sido tomados de 

una gran variedad de tejidos porcinos (Badylak et al., 2009). Las ECM más 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 Liu y col. en el 2011 se concluyó 

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

 

La aplicación de procesos regenerativos en defectos apicomarginales mejora el resultado de 

cirugías perirradiculares (Abramowitz et al., 1994), por ello se emplear técnicas de 

regeneración en cirugía periapical es de vital importancia para acelerar el proceso de curación 

y permitir la regeneración de grandes lesiones (Tsesis et al., 2011). La regeneración 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 óseos asociados a cirugía periapical es cual 

biomaterial y técnicas son las más indicadas para lograr una regeneración ósea completa 

(Pecora et al., 2001).  Una de estas opciones puede ser la ECM la cual representa una promesa 

en ingeniería de tejido óseo como andamio debido a su similitud en estructura y función del 

hueso autólogo (Honsawek et al., 2006). La ECM que se compone de materiales orgánicos, 

incluyendo el colágeno, proteínas morfogenéticas de hueso (BMPs) y factores de 

crecimiento, ayudando al reclutamiento de células progenitoras, así como promotor de 

migración celular y angiogénesis (Badylak, 2007; Cortiella et al., 2010) (Reynolds & 

Bowers, 1996).   

 

La presencia de BMPs en aloinjertos desmineralizados inducen la diferenciación de células 

mesenquimales indiferenciadas a osteoblastos y condroblastos (Urist, 1973). Dichas  BMPs 

pertenecen a una familia numerosa de proteínas relacionadas, multifuncionales conocidas 

como TGF-β que inducen  proliferación celular, síntesis de colágeno, activan fosfatasa 

alcalina y síntesis de osteocalcina en osteoblastos presentes en la matriz ósea (Kingsley, 
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1994). Por lo descrito anteriormente, la aplicación de factores de crecimiento es el principal 

elemento en regeneración ósea (Nakashima & Reddi, 2003). Actualmente la combinación de 

factores de crecimiento con biomateriales se ha presentado como el concepto diamante o 

trinidad en regeneración con andamios (Giannoudis et al., 2008).  La submucosa del intestino 

delgado porcina  ha sido ampliamente utilizado como biomaterial con mínima respuesta 

inmunológica (Kropp, 1998). Contiene colágeno tipo I y III, pequeñas cantidades de colágeno 

tipo IV, V, y VI, factores de crecimiento fibroblasto (FGF), factor de crecimiento epidérmico 

(EGFR), factor de crecimiento parecido a insulina (IGF-1), TGF-β, factor de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF), glucosaminoglicanos, fibronectina, laminina, sulfato de 

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

 

La pérdida de tejido u órganos por accidentes, traumatismos, enfermedades o cirugía 

constituye un problema a nivel mundial, por ello, en los últimos años, el área médica se han 

realizado numerosas investigaciones encaminadas a regeneración, reparación o reemplazo de 

tejidos y órganos que han sido dañados. La “ingeniería 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 órganos o 

tejidos, en los que las células se organizan y conseguir así, la reconstrucción 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 

regeneración. 

 

Para la regeneración de tejidos dañados o perdidos como el tejido óseo, 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 JUSTIFICACIÓN 

 

La pérdida de tejido óseo constituye un problema frecuente a nivel mundial en el área de la 

biomedicina y uno de los grandes retos es la regeneración del tejido dañado o perdido por 

lesiones traumáticas, infecciones, patologías o cirugías. En ocasiones la destrucción o daño 

óseo es muy extenso y el cuerpo no puede repararse por sí mismo, de acuerdo a la ingeniería 

tisular   se requiere de tres factores para lograr la regeneración del tejido unas células que los 

formen,   factores de crecimiento y un factor muy importante un andamio o biomaterial 

existen diferentes biomateriales que promueven regeneración del tejido óseo dañado o 

perdido y uno de los que han demostrado más resultados prometedores, es la matriz ósea 

desmineralizada, sin embargo, el método de extracción, ya sea autólogo, 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 extracción de la matriz extracelular así como también su 

composición, biocompatibilidad, tiempo necesario para la regeneración, así como su 

mecanismo de acción, por lo que biomaterial podría ser una de las vías para lograr esa 

regeneración esperada. 

 

La hidroxiapatita es otro material para regeneración que ha mostrado su eficacia, aunque 

presenta algunas desventajas como el mayor tiempo de regeneración del tejido, más sin 

embargo se desconoce si pueda haber algún sinergismo en la utilización de estos materiales. 
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5 HIPÓTESIS 

 

El hidrogel de ECM derivado de hueso bovino (bECMh) es biocompatible con células 

involucradas en el proceso regeneración tisular e in vivo. Además, bECMh y bECMh+HA 

son eficientes regeneración ósea en un defecto crítico 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 regeneración ósea solo en combinación con hidroxiapatita (bECMh+HA). 

 

6.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Elaborar y evaluar la consistencia y el contenido proteico de un hidrogel de ECM 

derivado de hueso bovino (bECMh). 

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

3. Analizar la biocompatibilidad in vitro del bECMh sobre Macrófagos, 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 ÁREA DE ESTUDIO  

Esta investigación se incluye en las ciencias aplicadas, dentro del área de biotecnología, 

campo de medicina regenerativa, en disciplina de ingeniería tisular. Se empleará un enfoque 

cuantitativo, de alcance correlacional y un diseño de investigación experimental con 

posprueba y grupo control. La selección de la muestra será 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. 

    

Formación de nuevo 

hueso 

Variable 

independiente 

Formación te tejido 

mineralizado 

Análisis histológico  

Biocompatibilidad Variable 

independiente 

Producción de 

formazan 

Densidad óptica 

Modelo regeneración in 

vivo 

Variable 

dependiente 

Defecto óseo Cortes histológicos y 

análisis radiográfico 
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7.2.2 GRUPOS DE ESTUDIO  

• Grupo 1: Hidrogel de matriz ósea desmineralizada (bECMh) 

• Grupo 2: Hidrogel de matriz ósea desmineralizada con hidroxiapatita (bECMh+HA). 

• Grupo 3: Control negativo (sin andamio) 

• Grupo 4: Control positivo (autoinjerto) 

 

7.3 LUGAR DE REALIZACIÓN DEL ESTUDIO 

Este trabajo fue realizado en el Laboratorio de Inmunología y el Laboratorio de 

Microbiología Molecular de la Facultad de Ciencias Químico Biológicas, Universidad 

Autónoma de Sinaloa. Ciudad Universitaria, Josefa Ortiz de Domínguez S/N y Avenida de 

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

 

7.4 FINANCIAMIENTO Y/O BECAS 

No aplica 

 

7.5  PRIMERA FASE: OBTENCIÓN DE MATRIZ EXTRACELULAR 

ÓSEA (ECM) 

7.5.1 Extracción de Matriz Ósea Desmineralizada Bovina (bBM) y descelularización 
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 Se utilizaron tibias bovinas recién extraídas de un rastro certificado. Los huesos fueron 

segmentados y divididos en tejido esponjoso y cortical, seleccionando hueso esponjoso para 

extracción de ECM siguiendo metodología de (Sawkins et al., 2013). A continuación, se 

procedió a desmineralizar el hueso esponjoso en HCl 0,5 N a temperatura ambiente durante 

24 h con agitación, en un vaso precipitado a 300 rpm generando un pequeño vórtice; los 

huesos se suspendieron en el ácido, para posteriormente desmineralizar el material resultante 

de matriz ósea separándola por filtración con agua destilada.  

 

Posteriormente, las muestras se almacenarán a -20°C durante la noche. Los lípidos fueron 

extraídos 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 exprimió y almacenarlo a -20 °C. la muestra desmineralizada fue congelada, y 

almacenada a -20°C. Para eliminar el material celular residual, la descelularización 

enzimática se realizó con una solución de tripsina al 0,25 % y ácido etilendiaminotetraacético 

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

 

7.5.2 Digestión enzimática y preparación de hidrogel (bECMh) 

La digestión y solubilización se realizaron con pepsina (Sigma-Aldrich, EE. UU.) a una 

concentración de 1 mg/ml en HCl 0,01 N, se llevó a cabo en una placa de agitación a 

temperatura ambiente durante 96 horas hasta lograr la solubilización, para llegar a formar un 

pregel de ECM de hueso bovino (bECM). A continuación, Se indujo gelificación del pregel 

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

formando bECMh.  

 

7.5.3 Evaluación del contenido celular residual (Histología y qPCR) 

Se analizó el contenido celular, antes y después del uso de tripsina mediante histología se 

fijaron en formalina al 10 %, se incluyeron en parafina y se cortaron en secciones de 5-7 μm. 

Los cortes se tiñeron con H&E y se tomaron imágenes a 10X y 40X utilizando un 

microscopio TCS SP8 (Leica, Alemania) para identificar núcleo visible. La evaluación de 

qPCR, Se extrajo DNA de la digestión con pepsina de la matriz liofilizada (10 mg/ml) usando 

50:48:2 (vol.%) fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. El DNA se precipito a partir de la fase 

acuosa a -20°C por adición de 0.1 volúmenes de 3M de acetato de sodio (pH 5.2) y 2 

volúmenes las cuales continuación 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 lavó con etanol y se secó a temperatura ambiente y se resuspendió en 1 ml. La 

concentración de cada DNA extraído se determinó por espectrofotometría y qPCR. Se 

construyó una curva estándar mediante preparación de las muestras en concentración de 

DNA conocida a partir de 0 a 1000 ng/ml. Las muestras de DNA extraídas fueron diluidas 

para asegurar sus absorbancias cayeron dentro de la región lineal de curva estándar. Las 

muestras se leyeron usando un Espectrofotómetro Optizen POP PP0303-141120-04 Lector 

de placas. 

 

7.5.4 Análisis de proteínas 
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Para el análisis cualitativo del colágeno del bECMh, se realizó 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 colágeno 

tipo 1 purificado (COL-1) como control (Roche, Alemania) se prepararon en tampón Tris-

HCl 0,5 M (pH 6,8) que contenía SDS al 10 %, glicerol al 30 %, 2-mercaptoetanol al 1 % y 

mercaptoetanol al 0,02 %. % de azul de bromofenol y posteriormente se calentó a 95 °C 

durante 5 min. A continuación, se cargaron y sometieron a electroforesis 4 µL de un marcador 

de proteína (Himark Unstained protein Standard, Thermo, EE. UU.) y 5 µL de las muestras 

a 100 V en geles de placas verticales hasta que el azul de bromofenol salió del gel. Los geles 

de poliacrilamida se tiñeron durante 2 h con azul de Coomassie R-250 al 0,1 % en ácido 

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

 

7.6 SEGUNDA FASE: EVALUACIÓN IN VITRO 

7.6.1 Preparación 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 colocándolo con vidrio de 0,05 mm en un disruptor de tejidos por 

1 minuto a máxima velocidad (Disruptor Genie, Scientific Industries, EE. UU.) y se 

incubaron a 37 °C con agitación 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 µm (Cytiva Whatman, Uniflo Syringe Filters, EE. UU.) y luego se usaron para 

ensayos de expresión de LDH, MTT, vivo/muerto y citoquinas. Las células tratadas con 

DMEM se usaron como controles. 
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7.6.2 Análisis de viabilidad celular 

La proliferación/viabilidad celular se evaluó 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 103 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 incubación se realizó la cuantificación. 

Posteriormente retiramos los medios y las células se incubaron con bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio. Se añadieron 15 µl de solución de MTT a cada 

pocillo durante 2 h. Luego se disolvieron las sales violetas de formazán añadiendo 100 µl de 

solución de parada. La densidad óptica se midió a 570 nm en un lector de microplacas. 

 

7.6.3 Citotoxicidad del ensayo bECMh 

RAW 264.7, NIH/3T3 y AD-MCS fueron cultivados en una placa de 96 pocillos con medio 

DMEM suplementado colocando 15 x 103 células/pocillo. A las 24 h, el medio se reemplazó 

por extracto soluble de bECMh y, después de 24 h de incubación, se midió citotoxicidad 

mediante cuantificación de liberación 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 óptica de las muestras se midió a 490 nm en 

un lector de microplacas. 

 

7.6.4 Análisis 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 104 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 μM (Sigma-Aldrich) 

durante 5 min a temperatura ambiente. A continuación, 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 Análisis de expresión de citocinas 

RAW 264.7, fueron cultivados en una placa de 24 pocillos con medio DMEM suplementado 

colocando 5 x 105 células/pocillo. A las 24 h, los medios fueron reemplazados por el extracto 

soluble de bECMh y después de 24 h de incubación, cuantificamos IL-6, IL-10, IL-12p70 y 

MCP-1 TNF-α 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 citómetro de flujo Accury C6 y s cuantificación se realizó con 

el software FCAP Array v3.0 (BD Bioscience). Las células tratadas con LPS se usaron como 

controles positivos. 

 

7.7 TERCERA FASE: EVALUACIÓN IN VIVO 

7.7.1 Cuidado y manejo de ratas Wistar 
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Durante los experimentos se llevó a cabo de acuerdo al Reglamento de la Ley General de 

Salud en Materia de Investigación para la Salud-2014 y las normas de salud NOM-062-ZOO-

1999, las cuales buscan: 

• Evitar al Máximo sufrimiento de los animales 

• Usar procedimiento que garantice muerte sin sufrimiento  

• Proporcionar máximo de comodidad, excepto cuando las variables experimentales lo 

justifiquen 

• Proteger al personal de laboratorio involucrado 

 

Para ello se diagnosticó las ratas de laboratorio sin signos de enfermedad, conducta anormal, 

dolor y sufrimiento. Se proporcionó alimento estéril y agua potable ad libitum, condiciones 

de temperatura y ventilación 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 aserrín favoreciendo su aislamiento térmico y construcción de nido, garantizando así la 

absorción de su orina, excremento, desperdicio de agua y facilitar la desinfección. 

 

La limpieza de las jaulas se realizó de manera periódica y los desechos, el manejo de 

cadáveres y residuos patológicos se llevó a acorde a Norma Oficial Mexicana NOM-087-

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

 

7.7.2 Modelo experimental en rata Wistar  
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Se realizaron los análisis de biocompatibilidad en dorso y para evaluación de regeneración 

ósea en calota con los siguientes grupos experimentales 

 

7.7.2.1 Grupos de estudio  

• Grupo 1: Hidrogel de matriz ósea desmineralizada (bECMh) 

• Grupo 2: Hidrogel de matriz ósea desmineralizada con hidroxiapatita (bECMh +HA). 

• Grupo 3: Control negativo (sin andamio) 

• Grupo 4: Control positivo (autoinjerto) 

 

7.7.2.2 Criterios de inclusión  

• Ratas Wistar macho aparentemente sanas.  

• 4 meses de edad.  

• Peso entre 250 a 350 gramos.  

 

7.7.2.3 Criterios de Exclusión 

• Ratas hembras.  

• Ratas con alguna patología o infección.  

• Ratas menores de 4 meses.  

 

7.7.2.4 Criterios de Eliminación  

• Ratas a las que no se les pueda realizar la cirugía.  
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• Ratas que sufran infección después de la intervención.  

• Ratas que se mueran durante el estudio.  

 

7.7.3 Biocompatibilidad in vivo 

Se anestesiaron ratas Wistar de 3 meses (250-300 gr) mediante colocación de 1 µL de cóctel 

sedante (70% Ketamina, 15% Xilazina, 15% agua inyectable) por mg de peso, por vía 

intramuscular. Se rasuró la espalda y desinfectó con alcohol al 70%. Con una jeringa de 

insulina, inoculamos en la subdermis 100 µl de bECMh, control positivo (cloroformo, Sigma-

Aldrich) y control negativo (PBS 1X), tomando como referencia la línea media de la espalda. 

Los especímenes se sacrificaron a las 24 H. Posteriormente, cortamos 2 cm de diámetro de 

tejido alrededor del área de inoculación. Se tomaron fotografías para evaluación 

macroscópica, posteriormente, se fijó el tejido con PBS 1X con paraformaldehído al 4% para 

examen histológico con (H&E) para observar reacción inflamatoria. 

 

7.7.4 Evaluación de Regeneración ósea  

Un total de 12 ratas machos adultas fueron utilizadas 3 por cada grupo (2 de grupo de 

experimentación (bECMh y bECMh+HA) y 2 grupos controles positivo (autoinjerto) y 

negativo.  

 

7.7.4.1 Preparación 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 área donde 
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se realizó la cirugía, para después desinfectar el área y las zonas circundantes con un hisopo 

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

 

7.7.4.2 Procedimiento Operatorio  

Utilizando bisturí realizamos una incisión de 1,5 cm hasta el periostio sobre el cuero 

cabelludo del hueso nasal para observar la bóveda craneal, separamos el periostio que cubre 

la bóveda craneal con el bisturí, empujando suavemente hacia los lados posteriormente 

utilizamos un retractor de tejidos blandos para separar los tejidos y exponer el hueso 

subyacente, irrigamos con solución salina estéril. El defecto critico se realizó con una fresa 

trepanadora de 8 mm de diámetro (Hu-friedy) a 1500 rpm, irrigando la bóveda craneal, gota 

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

 

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

utilizó un elevador como brazo de palanca para separarlo de la bóveda craneal, con esto 

realizando el defecto crítico. 

 

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

colocar los materiales de investigación en el defecto; se cerró 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 quirúrgico, se limpió cuidadosamente la cabeza con 

solución salina para eliminar la sangre. Dejándola en observación 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 evaluación (12 y 16 semanas), se realizará la eutanasia de los 

modelos experimentales en una cámara de cloroformo. Se tomará una radiografía y la calota 

será almacenada en polyfreeze para su evaluación histológica con su respectiva identificación 

(Spicer et al., 2012). 

 

Cumplidos los periodos de evaluación (12 y 16 semanas), se realizará el sacrificio de los 

modelos experimentales colocando pentobarbital sódico vía intraperitoneal. 

 

7.7.5 Evaluación Histológica 

7.7.5.1 Análisis Histológico  

Se realizaron cortes seriados de 7μm de espesor con la ayuda de un criostato (Leica CM-

1520), las cuales fueron teñidas con hematoxilina eosina y rojo de alizarina para evaluar 

composición del tejido neoformado, con ayuda de un microscopio confocal (Leica TCS SP8, 

Leica).  

 

7.7.5.2 Metodología de la Tinción 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 ácido 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 preparación. 
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8 RESULTADOS 

 

8.1 PREPARACIÓN Y ANALISIS DEL bECMh 

8.1.1 Extracción de ECM 

Los huesos de tibias bovinas se procesaron en fragmentos y desmineralizaron en solución 

ácida de HCl 0.5 N. La remoción de lípidos se logró con cloroformo/metanol, y se aplicó un 

procedimiento de descelularización enzimática a la matriz ósea desmineralizada (bDBM) 

para producir material de matriz descelularizada (bECM) (Figura 1). 
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Figura 1. A) Extracción de hueso esponjoso, B) fragmentos del hueso, C) trituración del 
hueso, D) extracción de lípidos, E) hueso sin lípidos 
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8.1.2 Digestión enzimática de ECM 

La digestión realizada con pepsina se logró a las 24 horas, verificándolo hasta que no se 

observara fragmento visible de matriz (Figura 2). 
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Figura 2. Digestión realizada con pepsina 
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8.1.3 Gelificación. 

Se logró gelificación del pregel de bECM esta se presentó después de 30 minutos a 37°C, 

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

La Descelularización de bECM y perfil electroforético de proteínas 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 núcleos 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 colágeno en bECMh, se corrió una SDS-

PAGE usando COL-1 como control. El peso molecular (MW) de las bandas de α1, α2, β y γ 

se calcularon con base en los valores del factor de retención (Rf). bECMh mostró un alto 

contenido de cadenas α1 y α2 en comparación con COL-1. Portaobjetos histológicos (H&E) 

aumento 40X, barra de escala 100 µm (Figura 4). 
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Figura 4. Descelularización 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 y citotoxicidad 

El bECMh mostro excelente viabilidad celular a las 24 a 72 h demostrando que en 

macrófagos, fibroblastos y células Mesenquimales presentan excelente morfología (Figura 

5) 
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Figura 5. A) macrófagos, B) fibroblastos C) AD-MCS 
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La proliferación inducida por extracto de bECMh, y DMEM en el ensayo MTT en 

macrófagos, fibroblastos y AD-MCS (Figura 6). Para evaluar la citotoxicidad, en contacto 

con macrófagos (D), fibroblastos (E) y AD-MCS (F). Curiosamente, encontramos que los 

patrones de liberación de LDH fueron similares entre las diferentes líneas celulares en 

comparación con el grupo DMEM (bECMh frente a DMEM) y solo se encontraron 

diferencias estadísticas cuando se comparó OD con la liberación 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) macrófagos, B) fibroblastos C) AD-MCS. 
Citotoxicidad celular de 24 a 72 h A) macrófagos, B) fibroblastos C) AD-MCS 

 

 

  

A

B

C

D

E

F



49 
 

8.2.2 Ensayo vida/muerte 

La viabilidad celular de macrófagos, fibroblastos y AD-MCS en contacto con el extracto de 

bECMh mediante microscopía Confocal. La viabilidad celular no mostró diferencias 

significativas (bECMh vs DMEM) y solo se encontraron diferencias cuando se comparó con 

el control positivo de muertos (A, B y C) demostrando que bECMh es biocompatibles con 

múltiples líneas celulares. Además, la morfología celular no se vio comprometida después 

de la exposición al extracto soluble, como se confirmó mediante microscopía Confocal (D, 

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

La producción de citoquinas proinflamatorias en macrófagos expuestos al extracto de 

bECMh (Figura 10). Encontramos un aumento de las citocinas proinflamatorias IL-6 (A) y 

TNF-α (B). Para la citocina quimiotáctica MCP-1, también encontramos un aumento (D). 

Por otro lado, la concentración de IL-12 y concentración de citoquinas antiinflamatorias, IL-

10 (C y E) no se vieron alteradas por la exposición al extracto de bECMh. Figura 8. 

 

  



52 
 

 

 

Figura 8. Citocinas proinflamatorias en macrófagos expuestos a bECMh. A) IL-6. B) TNF-
α C) IL-12. D). MCP-1 E) IL-10 
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8.3 BIOCOMPATIBILIDAD IN VIVO 

A las 24 h después de la inyección subcutánea de bECMh en la región dorsal (A, B y C) y 

cloroformo (D, E y F) como control del daño, se observó tejido de reacción. bECMh 

permanece estable en un área bien definida (círculo negro), sin ninguna anomalía de la dermis 

(A). A 10X, se observó baja celularidad dentro del material (B). Un mayor aumento (40X) 

(recuadro negro) mostró la estructura fibrilar bECMh, con presencia de pocas células 

polimorfonucleares y similares a fibroblastos. Por el contrario, la inyección de cloroformo 

causó un daño severo induciendo un hematoma (D). A 10X se aprecia el infiltrado 

inflamatorio (E) formado por macrófagos de tipo epitelioide intercalados con algunos 

fibroblastos, así como pequeños vasos sanguíneos en un estroma de tejido conjuntivo denso, 

como se muestra a 40X (F). Barra de escala 50 µm. Figura 9. 
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Figura 9. A 24 h después de inyección subcutánea en dorso de bECMh (A, B y C) y 
cloroformo 
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8.4 EVALUACIÓN DE REGENERACIÓN ÓSEA  

Se realizó cirugía y colocación de los grupos (bECMh y bECMh+HA) y 2 grupos controles 

positivo (autoinjerto) y negativo (Figura 10) para posteriormente sacrificio a los 6 meses para 

realizar el análisis macroscópico e histológico. 
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Figura 10. Cirugía en calota de rata Wistar y colocación de bECMh, bECMh/HA y 
Autoinjerto 
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En la evaluación macroscópica 0.6 X podemos observar que bECMh es el grupo que logró 

una regeneración del área del defecto crítico, ya que presentaba una dureza en todo el 

andamio implantado, seguido del grupo  bECMh+HA donde se presentaba áreas sin 

mineralizar por completo, el grupo control positivo  también presentaba áreas sin mineralizar 

en mayor número y por último el control negativo no presento áreas mineralizadas 

confirmando con esto que el defecto que se realizó no se puede reparar por sí solo. (Figura 

11). 
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Figura 11. Evaluación macroscópica a 6 meses de bECMh, bECMh/HA, Control positivo y 
Control 
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En la evaluación histológica se corroboro lo mostrado por la evaluación macroscópica, 

mostrando histológicamente que bECMh presenta espacios medulares y osteocitos que lo 

ocupan, así como también líneas de desarrollo óseo mostrando un hueso maduro, bECMh/HA 

presentaba de igual osteocitos y líneas de crecimiento de hueso, más sin embargo todavía 

presentaba tejido conectivo no mineralizado o parcialmente mineralizado, corroborando con 

esto, que el hueso óseo no se presentaba maduro sino en formación, el Control positivo 

(autoinjerto), presenta debajo del hueso una área de osteoblastos formando las láminas de 

desarrollo al igual que áreas de tejido conectivo, el control negativo, presento fibroblastos y 

fibras de colágena corroborando que es un tejido conectivo bien estructurado sin formación 

de tejido óseo ( Figura 12). 
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Figura 12. Evaluación histológica a 6 meses de bECMh, bECMh/HA, Control positivo y 
Control negativo 
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9 DISCUSIÓN 

 

El análisis evidencio la presencia de colágeno tipo 1 en bECMh, mostrando un alto contenido 

de cadenas α1 y α2. Esto importante ya que el COL tipo 1 ejerce funciones relevantes  

funcionando como andamio para células óseas, manteniendo la resistencia ósea necesaria  

(Saito & Marumo, 2015), promoviendo formación ósea y regulando fibrilogénesis del 

colágeno (Fonseca et al., 2014). Esta característica de bECMh permitiría interacción con 

otras proteínas colágenas y no colágenas para ensamblar haces de fibrillas y fibras (Varma et 

al., 2016) que se necesitan para formar un nicho ideal para regeneración de tejidos como se 

requiere para la deposición de hidroxiapatita (HA) (Tavafoghi & Cerruti, 2016). 

bECMh mejora proliferación de fibroblastos y no es citotóxico para macrófagos y células 

mesenquimatosas derivado del tejido adiposo. En el análisis de proliferación inducida por 

extracto de bECMh, por MTT en macrófagos, fibroblastos y AD-MSC. Todas las líneas 

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 proliferación a 48 h en 

comparación con el control DMEM (p = 0,02) y este comportamiento se mantuvo hasta las 

72 h. Mientras tanto, los macrófagos y AD-MSC y los macrófagos mostraron mayor 

comportamiento proliferativo mejorado por los estímulos de DMEM. Estudios previos ya 

han demostrado que proliferación en diferentes líneas celulares se ve afectada positivamente 

por la presencia de hidrogeles DBM. Por ejemplo, la proliferación de células craneales 

primarias de ratón (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 degradación rápida 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 polarización de macrófagos a M1 y el fenotipo 

proinflamatorio(Brown et al., 2009). En nuestro caso, ausencia de contenido celular puede 

explicar baja proliferación de macrófagos, evitando activación de los macrófagos y el 

fenotipo proinflamatorio resultante. Por otro lado, la proliferación de fibroblastos es 

necesaria para la formación de ECM de novo (Iismaa et al., 2018). La inducción de 

proliferación de fibroblastos es clave, ya que las células del estroma pueden servir como 

fuente de factores de crecimiento y citoquinas para apoyar y mejorar regeneración 

(desJardins-Park et al., 2018). Las terapias actuales celulares se basan en uso de fibroblastos, 

ECM y tejido placentario crioconservado para inducir la regeneración tisular(Gibbons, 

2015). Sin embargo, también se sabe que la falla en la regeneración tisular resulta más 

comúnmente en inflamación crónica y/o fibrosis (orquestada por fibroblastos), lo que 

conduce a una neoformación dañada 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 antifibrótico que se relaciona con sus propiedades antiinflamatorias y angiogénicas 

(Spees et al., 2016). Además, 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 expresión de TGF-β1, COL-1 y COL-3 en los 

fibroblastos, y aumentar la expresión de las metaloproteinasas de la matriz 1 , 3 y 13, 

favoreciendo así la facturación de ECM(Jackson et al., 2012). La combinación de estos tipos 

de células en el nicho es importante y hay evidencia que muestra que su cohabitación 

minimiza cicatrización en la zona de regeneración (Yates et al., 2017). 

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

incubaron un total de 4 mg/mL en contacto con macrófagos, fibroblastos y AD-MSC. 
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Curiosamente, encontramos que los patrones de liberación de LDH eran similares entre las 

diferentes líneas celulares en comparación con el grupo DMEM (bECMh frente a DMEM). 

Las densidades ópticas (OD) fueron más altas en macrófagos (0,135±0,08 vs 0,102±0,04 OD) 

en comparación 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 estadísticas solo se encontraron cuando se comparó la DO 

con la liberación de LDH del control (célula lisada, p<0,0001). 

Dado que la citotoxicidad es una evaluación básica para analizar la biocompatibilidad de los 

materiales y un parámetro importante para usar un biomaterial como andamio, también 

evaluamos viabilidad celular de macrófagos, fibroblastos y AD-MSC en contacto con el 

extracto de bECMh mediante uso del ensayo de viabilidad celular LIFE/DEATH mediante 

microscopía Confocal. Encontramos un comportamiento muy similar de viabilidad celular 

no mostró diferencias significativas (bECMh vs DMEM). Los porcentajes de células vivas 

de macrófagos (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 

múltiples líneas celulares. Además, la morfología celular no se vio comprometida después 

de la exposición al extracto soluble, como se confirmó mediante microscopía Confocal.  

 

Hay una gran cantidad de estudios que muestran que los hidrogeles basados en ECM son 

citocompatibles y promueven diferenciación y proliferación (Alom et al., 2018; Kočí 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 proliferación 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 proliferación de las CMM en nuestro 
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estudio podría estar inducido por los mismos fenómenos, sin embargo, se necesitan más 

estudios para confirmar esta hipótesis. 

 

bECMh estimula producción de citocinas proinflamatorias IL-6, TNF-α y MCP-1 en 

macrófagos. La inducción del perfil de citoquinas es importante para obtener información 

sobre el impacto de bECMh en promoción de la inflamación. Después de la exposición al 

extracto de hidrogel en los macrófagos, encontramos un aumento en las citoquinas 

proinflamatorias IL-6 (79,18±25,68 vs 11,10±0,37 pg/mL) y TNF-α (1157,99±27,29 vs 

247,37±18,91 pg/ ml) (Figura 10). Para la citoquina quimiotáctica MCP-1, también 

encontramos aumento (634.70±16.38 vs 118.96±6.40 pg/mL, p=0.000). Por otro lado, la 

concentración de IL-12 (25,57±5,26 vs 16,07±7,39 pg/mL) y citocina antiinflamatoria, IL-

10 (43,22±2,76 vs 40,39±4,55pg/mL) no fueron alterados por la exposición al extracto de 

hidrogel bECM. 

 

En condiciones naturales, una lesión promovería inflamación para aumentar el flujo 

sanguíneo y permeabilidad vascular, provocando acumulación de líquido, leucocitos y 

reclutamiento de mediadores inflamatorios, así como regulación al alza de citoquinas 

proinflamatorias, especialmente IL-1β y TNF-α (Bethea et al., 1999; Pineau & Lacroix, 

2007) . Existe evidencia que las citocinas proinflamatorias, como el TNF-α, son necesarias 

para regeneración del tejido hepático al aumentar tasas mitóticas de manera dependiente de 

la dosis (Beyer & Stanley, 1990; Mealy & Wilmore, 1991). En este sentido, IL-6 también 

aumenta en la regeneración del tejido hepático, se sabe que el TNF-α orquesta la producción 

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. Además, 
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estudios recientes han demostrado que expresión de citocina quimiotáctica MCP-1 es 

importante en promoción de angiogénesis y vasculogénesis, así como en la regeneración de 

la vascularización de la pulpa dentada para la regeneración tisular (Akerman et al., 1992; 

Hayashi et al., 2015).  

 

Hay evidencia de que MCP-1 promueve angiogénesis mediante regulación de VEGF y HIF-

α mediante activación del factor de transcripción ETS-1 (Hong et al., 2005). Todo esto 

sugiere que MCP-1 podría ser un promotor de angiogénesis por activación de factores 

angiogénicos secundarios por estimulación de bECMh. Después de 24 horas de estimulación 

con bECMh, la detección nula de la citosina pro inflamatoria IL-12 podría deberse a la rápida 

respuesta de IL-12 en la cicatrización de heridas, lo que sugiere su degradación antes de las 

24 h. (Zhang et al., 2015)encontraron que IL-12 induce un inicio significativamente más 

rápido y mayor actividad metabólica en respuesta inflamatoria en la piel lesionada durante 

los primeros momentos de cicatrización de heridas (Li et al., 2015). Además, la falta de IL-

12 e IL-23 muestra mayor formación ósea al inhibir indirectamente las células madre 

Mesenquimales de la médula ósea para diferenciar los osteoblastos in vivo (Xu et al., 2016), 

lo que respalda que IL-12 es fundamental para inicio de inflamación y se metaboliza en las 

primeras etapas de la inflamación. regeneración. No obstante, se requieren más experimentos 

para confirmar estos posibles mecanismos. 

bECMh actúa como andamio permite colonización de células de tipo fibroblástico del 

huésped in vivo. Después de 24 h de inoculación de bECMh en la subdermis dorsal, el examen 

macroscópico no mostró daño en los tejidos circundantes (figura 11) y que el hidrogel tenía 

buena gelificación, ya que permanece estable en un área bien definida, lo que puede ayudar 

a las células a ocupar su espacio  
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La evaluación histológica mostró que, de hecho, bECMh mostró 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 inoculación de cloroformo resultó en 

daño tisular severo con presencia de un fuerte infiltrado inflamatorio, en su mayoría 

macrófagos de tipo epitelioide, neutrófilos y células tipo fibroblastos (figuras 5 E y F). Estos 

resultados concuerdan con los mostrados por Výborný, dado que su hidrogel de matriz 

extracelular derivado del cordón umbilical humano también favorece colonización de las 

células huésped en la zona de implantación (Výborný et al., 2019).  
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10 CONCLUSIONES 

 

La metodología de elaboración de un hidrogel de ECM derivado de hueso bovino (bECMh) 

se logró con éxito de forma robusta y reproducible. En los estudios In vitro, el hidrogel se 

comporta como un biomaterial dinámico aumentando proliferación de fibroblastos e induce 

producción de citocinas proinflamatorias, entre como IL-6, TNF-α y MCP-1 necesarias para 

regeneración de tejidos. En cuanto a las pruebas de biocompatibilidad In vivo, bECMh 

permite colonización de células de tipo fibroblástico y polimorfonucleares del huésped, sin 

daño ni inflamación tisular. Estos resultados indican que bECMh es un material 

biocompatible que podría usarse como andamio mejorando proliferación y permitiendo 

relleno de defectos óseos para regenerar aún más el tejido perdido. 

El bECMh logro completa regeneración del defecto critico óseo en calota de rata Wistar, y 

una regeneración parcial en combinación con hidroxiapatita (bECMh+HA), mostrando 

mejores resultados que el autoinjerto confirmando con esto, que este biomaterial podría ser 

una solución a los defectos críticos óseos ya sea por traumatismos o enfermedades, más, sin 

embargo, se requiere de más estudios in vivo a diferentes tiempos, para entender el 

funcionamiento de este biomaterial 
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11 PERSPECTIVAS 

 

1. Comparar el biomaterial bECMh con un producto comercial validado. 

2. Evaluar la regeneración ósea a intervalos iniciales de 1 y 3 meses. 

3. Determinar las vías de señalización y procesos celulares involucrados durante el proceso 

de regeneración ósea, mediante transcriptómica. 
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