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RESUMEN 
 

La ingeniería de tejidos es un campo donde se aplican los conocimientos de las 

ciencias biológicas y de los materiales para diseñar y producir tejidos funcionales, 

en condiciones in vitro, a través del uso de estructuras físicas 3D conocidas como 

andamios. Actualmente, estos andamios se pueden producir a partir de matriz 

extracelular (MEC) ya que éstas están constituidas por proteínas, proteoglucanos 

y factores de crecimiento que le confieren a la célula estímulos necesarios para la 

adherencia y sobrevivencia. Sin embargo, en procesos infecciosos como la 

periodontitis la regeneración no se logra concretar debido a la inflamación 

producida por el proceso infeccioso.  

 

Ante esta circunstancia esta investigación pretende evaluar la capacidad 

antibacteriana y regenerativa de un andamio de MEC, así como también la 

funcionalización de este con nanopartículas de plata (NPs Ag).  

 

Para ello, se preparó un hidrogel de MEC a partir de vejiga urinaria porcina a una 

concentración de 20 mg/ml y se sintetizaron las NPs Ag con un tamaño promedio 

de 5.8 nm. Para evaluar la capacidad antibacteriana se realizaron ensayos de 

concentración mínima inhibitoria y de inhibición radial con Enterococcus feacalis y 

su biocompatibilidad con células mediante análisis de actividad metabólica, 

citotoxicidad y viabilidad celular, ensayos de adhesión y penetración celular. 

Además para evaluar la capacidad regenerativa se estandarizó un modelo in vivo 

con ratas Wistar, produciéndoles un defecto óseo en el maxilar de 
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aproximadamente 2mm, sobre el cual posteriormente se colocaron los andamios y 

se contaminaron deliberadamente con bacterias o lipopolisacárido (LPS). 

 

De acuerdo a los resultados de los ensayos de biocompatibilidad se pudo 

corroborar que los hidrogeles de MEC no producen citotoxicidad y permiten el 

despliegue de la morfología celular típica sin comprometer la viabilidad celular, 

incluso se pudo registrar que la actividad metabólica celular se vio alterada de 

manera positiva. Además, los ensayos de cultivo 3D muestran que las células son 

capaces de adherirse a la superficie del hidrogel y penetrar aproximadamente 500 

μm dentro del hidrogel. Por su parte, los hidrogeles con NPs Ag presentaron un 

ligero efecto negativo en la citotoxicidad y viabilidad celular, así como también 

impidieron que se obtuvieran resultados de los cultivos 3D y de los ensayos de 

regeneración. Por su parte los hidrogeles sin funcionalizar permitieron el proceso 

regenerativo en condiciones infecciosas. Así mismo, los análisis de 

biocompatibilidad in vivo no mostraron diferencias en el tipo de infiltrado 

leucocitario presente en ambos hidrogeles. Por último, se pudo determinar que los 

hidrogeles de MEC con NPs Ag presentaron un ligero efecto inhibitorio contra 

Enterococcus feacalis. 

 

Los hidrogeles de MEC de vejiga de cerdo son biocompatibles, son estructuras 

funcionales para el soporte de la célula y posibilitan la regeneración en 

condiciones de contaminación bacteriana. Por último, creemos que la 

funcionalización de los hidrogeles con NPs Ag no es recomendable, a pesar de su 

efecto antibacteriano.  



x 
 

ABSTRACT 
 

Tissue engineering is a field where biological and materials science knowledge is 

applied to design and produce functional tissues, under in vitro conditions, through 

the use of 3D physical structures known as scaffolds. Currently, these scaffolds 

can be produced from the extracellular matrix (ECM) giving the cell the necessary 

stimuli for adherence and survival since these are made up of proteins, 

proteoglycans and growth factors. However, in infectious processes such as 

periodontitis, regeneration is not achieved due to the inflammation produced by the 

infectious process. 

 

Given this circumstance, this research intends to evaluate the antibacterial and 

regenerative capacity of an ECM scaffold, as well as its functionalization with silver 

nanoparticles (Ag NPs). 

 

For this, an ECM hydrogel was prepared from porcine urinary bladder at a 

concentration of 20 mg/ml and Ag NPs with an average size of 5.8 nm were 

synthesized. To evaluate the antibacterial capacity, minimum inhibitory 

concentration and radial inhibition tests were carried out with Enterococcus feacalis 

and its biocompatibility with cells by analyzing metabolic activity, cytotoxicity and 

cell viability, cell adhesion and penetration tests. In addition, to evaluate the 

regenerative capacity, an in vivo model with Wistar rats was standardized, 

producing a bone defect in the maxilla of approximately 2mm, on which the 
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scaffolds will later be placed and deliberately contaminated with bacteria or 

lipopolysaccharide (LPS). 

 

According to the results of the biocompatibility tests, it was possible to corroborate 

that the ECM hydrogels do not produce cytotoxicity and allow the display of the 

typical cell morphology without compromising cell viability, even more it was 

possible to record that the cellular metabolic activity was positively altered. 

Furthermore, 3D culture assays show that the cells are capable of adhering to the 

hydrogel surface and penetrating approximately 500 μm into the hydrogel. On the 

other hand, the hydrogels with Ag NPs presented a slight negative effect on 

cytotoxicity and cell viability, as well as preventing the results of 3D cultures and 

regeneration assays from being obtained. On the other hand, non-functionalized 

hydrogels allowed the regenerative process under infectious conditions. Likewise, 

in vivo biocompatibility analyzes did not show differences in the type of leukocyte 

infiltrate present in both hydrogels. Finally, it was possible to determine that the 

ECM hydrogels with Ag NPs presented a slight inhibitory effect against 

Enterococcus feacalis. 

 

Pig bladder ECM hydrogels are biocompatible functional structures for cell support 

and enable regeneration under conditions of bacterial contamination. Finally, we 

believe that the functionalization of hydrogels with Ag NPs is not recommended, 

despite their antibacterial effect. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
 

1.1 Enfermedad periodontal 

 

La enfermedad periodontal es un padecimiento que afecta las estructuras de 

soporte del diente. Se caracteriza por presentar inflamación de la encía, formación 

de bolsas periodontales, reabsorción ósea y pérdida de inserción (Worch, 

Listgarten, & Korostoff, 2001). Esta enfermedad afecta principalmente a adultos 

mayores (Eke et al., 2015), aunque también se puede presentar en niños, 

adolescentes y jóvenes adultos (Loe & Brown, 1991).  

 

Existen diversas manifestaciones clínicas de la enfermedad periodontal, por lo que 

la Academia Americana de Periodoncia clasifica la enfermedad periodontal en 8 

categorías (Armitage, 2008): gingivitis, periodontitis crónica, periodontitis agresiva, 

periodontitis como manifestación de enfermedades sistémicas, enfermedad 

periodontal necrotizante, abscesos del periodonto, periodontitis asociada a 

lesiones endodónticas y condiciones o deformidades del desarrollo o adquiridas. 

De esta clasificación la gingivitis y la periodontitis crónica se presentan con mayor 

frecuencia. 

 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) entre un 85% y un 95 % de la 

población mundial presentan algún tipo de enfermedad periodontal. En los 

Estados Unidos de América se estima que alrededor del 50% de los adultos 

presenta gingivitis (Sawkins et al., 2013), mientras que alrededor de un 46% 
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desarrolla periodontitis, incrementándose esta cifra hasta un 63.2% en población 

hispana (Eke et al., 2015). En nuestro país, los resultados del Sistema de 

Vigilancia Epidemiológica de Patologías Orales difundido por la Secretaría de 

Salud, indica que en población adulta, solo un 43.2% presenta un periodonto sano, 

un 52.1% gingivitis y un 4.7% periodontitis (SIVEPAB 2015). 

 

El diagnóstico de la periodontitis se basa principalmente en la inspección visual de 

la encía evaluando el grado de inflamación, además se hace uso de una sonda 

periodontal para medir la profundidad de las bolsas periodontales determinando el 

nivel clínico de inserción. De acuerdo con los criterios establecidos por Machtei y 

col. (Machtei et al., 1992), para el establecimiento de la entidad clínica de la 

periodontitis crónica se debe presentar inflamación severa de la encía, una 

pérdida de inserción ≥ 6 mm en dos o más dientes y bolsas periodontales ≥ 4 mm 

de profundidad en uno o más sitios. Además como prueba diagnóstica de refuerzo 

se suele emplear la evaluación radiográfica para determinar el nivel de 

degradación del tejido óseo (Worch et al., 2001). 

 

1.2 Patogénesis inmunomicrobiológica 

 

En la mayoría de los casos el desarrollo de la enfermedad periodontal es de origen 

microbiológico, se sabe que una dieta rica en azúcares promueve la adherencia de 

una gran cantidad de bacterias Gram positivas, aerobias y facultativas al esmalte 

dental permitiendo la formación de la placa dentobacteriana. Si ésta se localiza por 

encima de la encía se le denomina placa supragingival y si la placa se encuentra 
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por debajo del margen gingival se denomina placa subgingival. Al existir falta de 

higiene oral como no usar enjuague ni hilo dental, no lavarse los dientes o 

lavárselos solo 1 veces al día, así como no frecuentar el uso de servicios dentales 

la placa supragingival se extiende hacia el surco gingival donde existe una 

presencia baja de oxígeno permitiendo que aumente la proporción de bacterias 

Gram negativas, facultativas y anaerobias (Loesche, 2007). 

 

La placa supragingival está compuesta principalmente por bacterias comensales, 

mientras que la placa subgingival está compuesta por bacterias “proinflamatorias” 

y “esenciales” para la desregulación del sistema inmunológico, las cuales son 

clave en el desarrollo de la periodontitis. Hoy se sabe que estas bacterias actúan 

en sinergia y ocasionan un desbalance en la composición de la placa dental 

promoviendo el proceso inflamatorio provocando la formación de bolsas 

periodontales y degradación ósea con la consecuente pérdida del órgano dental. 

Entre las principales bacterias relacionadas con la periodontitis se encuentran 

bacterias consideradas patógenos periodontales como: Porphyromonas gingivalis, 

Tannerella forsythus, Treponema denticola y Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans (George Hajishengallis, 2015), la cuales son capaces de 

invadir ha células epiteliales e inmunológicas de la encía desencadenando daño al 

tejido gingival y promoviendo la degradación del tejido óseo. 

 

1.3 Tejido óseo 
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El tejido óseo es una forma especializada de tejido conjuntivo compuesto de 

matriz extracelular (MEC) capaz de mineralizarse y formar tejido duro para sostén 

y protección. Este proceso de mineralización solo se puede llevar a cabo mediante 

la deposición de MEC, y la subsecuente formación de cristales de hidroxiapatita a 

través del establecimiento de una serie de condiciones químicas y enzimáticas 

donde participa la fosfatasa alcalina. 

 

Entre los principales componentes de la MEC ósea se encuentran el colágeno tipo 

I, II, IV, XI y XIII constituyendo alrededor de un 90% de las proteínas. Además, 

podemos encontrar proteoglucanos, osteonectina, osteopontina, osteocalcina y 

una diversidad de factores de crecimiento y citocinas como IL-1, IL-6, TNF-α, TFG-

β, IGF-1 y BMPs, las cuales contribuyen a procesos de remodelación ósea 

mediante la degradación y formación de hueso. 

 

1.4 Mecanismos de remodelación ósea 

 

El cuerpo humano cuenta con mecanismos que le permiten remodelar la 

estructura ósea. El hueso es un tejido dinámico donde las fibras estructurales de la 

MEC son degradadas y reconstruidas constantemente por diversas células que 

requieren movilizarse a través de la estructura tridimensional o posicionarse en el 

sitio donde se requieran. Para ello células especializadas como osteoclastos y 

osteoblastos, se encargan de llevar a cabo la remodelación ósea a través de 

procesos de degradación y síntesis de la MEC, respectivamente. En el desarrollo 

de este tipo de células participan 2 linajes celulares: uno de origen hematopoyético 
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y otro de origen mesenquimal. Se sabe que las células madre mesenquimales 

(MSCs) bajo la activación de diversas vías de señalización celular, entre ellas la 

de Runx2, se diferencian a osteoblastos, mientras que las células madre 

hematopoyética tras el reconocimiento de RANKL se diferencia hacia osteoclastos 

(Arboleya & Castañeda, 2013).  

 

En estado de homeostasis, la remodelación ósea comienza con el 

posicionamiento de los osteoclastos en el área donde se producirá la resorción de 

tejido. Al iniciar la degradación del tejido se liberan diversas proteasas 

conformando un deformidad cóncava conocida como laguna de Howship, en una 

etapa posterior la zona donde se llevó a cabo la resorción ósea es repoblada por 

células de revestimiento y por osteoblastos. Una de las funciones principales de 

estas células es la secreción de MEC y contribuyen a su posterior mineralización a 

través de reacciones enzimáticas por parte de la fosfatasa alcalina que conllevan a 

la incorporación de iones de calcio y fosfato a la MEC, asimismo son capaces de 

mediar la degradación del hueso a través de la secreción de citocinas que 

estimulan la maduración del precursor de osteoclastos (Arboleya & Castañeda, 

2013). 

 

1.5 Mecanismos inmunológicos que conllevan a la degradación de los 

tejidos de sostén de los órganos dentarios 

 

Al parecer, la destrucción del tejido óseo se debe principalmente a la actividad 

migratoria excesiva de los neutrófilos hacia el sitio de la infección. Para abrirse 

paso entre el tejido gingival los leucocitos emplean diversas metalproteinasas de 
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matriz (MPP) para degradar las proteínas estructurales de la MEC como el 

colágeno y la elastina. Algunos estudios inmunohistoquímicos han demostrado 

que en los pacientes con gingivitis y periodontitis se pueden encontrar incrementos 

en las concentraciones de MPP7 y MPP3 (Kurtulus Waschulewski et al., 2016). 

 

El incremento en la cantidad de células del sistema inmunológico se debe 

principalmente a la interacción hospedero-patógeno que reconoce los 

microorganismos de la placa dental y a la evasión inmunitaria donde las bacterias 

comienzan a invadir células epiteliales de la encía. Sin embargo, el reclutamiento 

de neutrófilos hacia el surco gingival en los individuos con periodontitis falla en 

controlar la microbiota en disbiosis, impidiendo detener la programación de la 

infección  donde las bacterias consideradas angulares en el desarrollo de la 

enfermedad, logran llegar hasta la MEC donde interaccionan con células del 

sistema inmunológico como macrófagos, células dendríticas y linfocitos γδ. En 

procesos infecciosos como la periodontitis el balance entre la formación y 

degradación de tejido óseo se pierde debido a que estas células promueven una 

alta liberación de RANKL e IL-17. RANKL es una citocina crucial en la 

diferenciación del precursor de osteoclastos en una célula activa, ósea en un 

osteoclasto maduro cuya función es la degradación del hueso alveolar (G. 

Hajishengallis, 2014). 

 

La degradación del hueso conlleva a la pérdida de la pieza dental y a una 

disminución en la calidad de vida de los individuos con periodontitis a medida que 

se profundiza la severidad de este padecimiento, incluso llegando a desarrollar 
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diversas enfermedades sistémicas (Ferreira, Dias-Pereira, Branco-de-Almeida, 

Martins, & Paiva, 2017).  

 

 

 

1.6 Opciones terapéuticas 

 

El tratamiento que se le ofrece a los pacientes con periodontitis es el raspado y 

alisado, el cual consiste en remover la placa dental, cálculos dentales y el tejido 

necrótico. Sin embargo, mediante el empleo de este método no es posible 

remover por completo las bacterias, por lo que se acompaña con el uso de 

fármacos antibacterianos con la intención de coadyuvar el tratamiento mecánico, 

sin embargo, la degradación ósea no logra recuperarse. En el mejor de los casos 

se puede controlar la infección y se lleva a cabo la cicatrización del tejido. 

 

De esta manera, han surgido una diversidad de opciones regenerativas, entre 

ellas el empleo del plasma rico en plaquetas debido a componentes como la 

fibrina que forman estructuras tridimensionales que sirven como sostén y anclaje 

para las células, también proporcionando una diversidad de factores de 

crecimiento los cuales promueven el proceso de diferenciación tisular de células 

madre, la proliferación y el crecimiento celular. Sin embargo, las mejoras con 

respecto al tratamiento convencional no son significativas (Jalaluddin et al., 2017). 
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Desde el campo de la ingeniería tisular se ha intentado resolver los problemas de 

pérdida ósea. Ésta es una ciencia que intenta la reconstrucción de tejidos 

mediante el uso de estructuras 3D conocidos como andamios para la producción 

de tejidos in vitro. Los materiales con los cuales se pueden preparar incluyen las 

cerámicas como fosfato tricálcico y la hidroxiapatita (Amalakara et al., 2017), 

polímeros sintéticos como el ácido poliláctico glicólico, proteínas como la colágena 

(Irokawa et al., 2017) , la fibronectina y glucosaminoglucanos como el ácido 

hialurónico. Actualmente, los andamios también pueden ser producidos a partir de 

MEC de tejidos como el intestino delgado, hígado, hueso, pulpa dental, dentina, 

vejiga urinaria, entre otros tejidos donde exista MEC (Kim, Kim, Lim, Lee, & Yun, 

2010).  

 

Entre las ventajas que presentan los andamios de MEC es que están constituidos 

por los mismos compuestos del entorno natural de la célula: proteínas, 

carbohidratos y factores de crecimiento que le confieren a la célula los estímulos 

necesarios para la adherencia, sobrevivencia, migración, proliferación, 

diferenciación y la ejecución de funciones especializadas. Incluso, se ha 

documentado que los componentes derivados de la degradación de la MEC 

poseen capacidades antibacterianas actuando en contra de una amplia gama de 

bacterias tanto Gram positivas como negativas. Al parecer el efecto biológico está 

dado por péptidos que poseen regiones de su estructura proteica compuestas de 

secuencias de aminoácidos hidrofóbicos y básicos que conforman regiones 

catiónicas con alta afinidad por la membrana de las bacterias (Naqvi et al., 2017). 
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Se ha reportado que la incorporación de componentes como el fosfato tricálcico o 

hidroxiapatita a la MEC también son capaces de reducir la proporción de bacterias 

patogénicas y aumentar la proporción de bacterias comensales en la placa dental 

(Queiroz et al., 2017). Por ello es importante que los andamios que se empleen 

para la regeneración tisular en condiciones de infección presenten propiedades 

microbicidas y permitan la regeneración del tejido óseo. 

 

Las NPs Ag son agentes antibacterianos de amplio espectro (Jayaprakash, Judith 

Vijaya, John Kennedy, Priadharsini, & Palani, 2015). Se sabe que el uso de NPs 

Ag, a bajas concentraciones, no ocasiona citotoxicidad ni induce la producción de 

especies reactivas de oxígeno en estudios con células eucariotas (Song et al., 

2014). 

 

Por su parte, debido a las propiedades de absorción de los hidrogeles, éstos son 

empleados como sistemas de liberación de drogas. Al funcionalizar los hidrogeles 

con NPs Ag se obtiene la capacidad de liberación gradual de la plata y se 

proporciona estabilidad al hidrogel (Garcia-Astrain et al., 2015) manteniendo la 

actividad antibacteriana de las NPs Ag (Thomas, Yallapu, Sreedhar, & Bajpai, 

2007). 

 

Los estudios de biocompatibilidad realizados con andamios de MEC en forma de 

hidrogel indican que los procesos regenerativos se llevan a cabo mucho más 

rápido debido a que son materiales de fácil colonización celular debido a su estado 

físico, además de no perder el contenido de una gamma de factores de 
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crecimiento presentes en su constitución natural del tejido tras el procedimiento 

para la obtención de hidrogeles [21]. De estos andamios de MEC, los hidrogeles 

de vejiga porcina descelularizada han demostrado ser apropiados para la 

proliferación celular sobre ellos, funcionando como andamios naturales para la 

célula [22]. 

 

 

 

Debido a lo anterior, creemos que el empleo de hidrogeles de vejiga porcina 

mejorará la regeneración ósea y evitará la contaminación con bacterias, y la 

funcionalización con NPs Ag potencializará sus efectos sobre la inhibición 

bacteriana. 
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II. ANTECEDENTES 
 

Durante los últimos años del siglo 20 e inicios del siglo 21 la investigación en el 

área de la ingeniería de tejidos ha conllevado al desarrollo de materiales cada vez 

más apropiados que permiten una mejor interacción con las células lo que deriva 

en el proceso regenerativo (Sculean et al., 2015). Se ha demostrado que los 

andamios de MEC destacan por poseer características únicas para la interacción y 

el establecimiento de las células. Cada una de las proteínas constituyentes de la 

MEC presentan una diversidad de dominios estructurales que le permiten a la 

célula establecer la adherencia a través de proteínas transmembrana y modular la 

respuesta celular ("Chapter 7 - Cell Adhesion and the Extracellular Matrix," 2021). 

Andamios elaborados de MEC de la dermis, plasma sanguíneo, submucosa de 

intestino delgado y vejiga urinaria son capaces de permitir la colonización celular 

en estudios in vitro (Giraldo-Gomez et al., 2016). También se ha demostrado que 

la funcionalización de hidrogeles de colágeno tipo I con NPs Ag no impiden que 

lleve a cabo el proceso de adherencia celular manteniendo su funcionalidad como 

andamio (Garcia-Astrain et al., 2015). 

 

Por su parte, en los estudios In vivo se ha evaluado la capacidad regenerativa de 

la MEC sobre diversos tipos de lesiones demostrando las ventajas del empleo de 

los andamios de MEC al lograr restaurar el tejido manteniendo su funcionalidad 

(Badylak et al., 1995), incluso en condiciones experimentales adversas adecuando 

las condiciones para el desarrollo de un proceso infeccioso (Chen et al., 2019). 
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En nuestro grupo de trabajo se ha llevado a cabo el desarrollo de un proceso para 

la obtención de MEC liofilizada de vejiga de cerdo libre de células (Silva-Benitez et 

al., 2015). Este material obtenido fue evaluado en la regeneración tisular de 

defectos óseos demostrando que a las 4 y 8 semanas tras la colocación del 

implante se pudo observar neo formación de tejido tipo óseo y tejido tipo 

cartilaginoso (Muñoz-Ruíz et al., 2017). También se ha logrado procesar este 

material para preparación de hidrogeles de manera exitosa a través de la digestión 

enzimática de la MEC (Soto-Sainz et al., 2016). 

 

En este estudio se evaluaron los efectos derivados de la incorporación de NPs de 

Ag a hidrogeles de MEC de vejiga de cerdo tanto in vitro como in vivo. También se 

evaluo el potencial antibacteriano y la capacidad de regeneración ósea en 

condiciones de contaminación bacteriana de los hidrogeles de MEC y de los 

hidrogeles funcionalizados con NPs Ag. 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

Los diversos tratamientos periodontales buscan reducir los efectos fisiopatológicos 

derivados de la inflamación de los tejidos de sostén de los órganos dentarios, sin 

embargo, los tratamientos convencionales no logran eliminar la infección en su 

totalidad y la regeneración de la zona dañada es limitada.  

 

Se ha demostrado que el empleo de andamios como estructuras 3D permiten el 

repoblamiento celular y de esta manera se potencializa la formación de nuevo 

tejido óseo en diversos modelos biológicos. Sin embargo, la estimulación continúa 

del sistema inmunológico debido a la presencia de bacterias en la zona de la 

lesión dificultan el proceso regenerativo, por lo tanto, la funcionalización de la MEC 

con un agente con propiedades antibacterianas surge como propuesta para 

intentar resolver el problema. Considerando que las NPs Ag presentan un amplio 

espectro bactericida y generan poca resistencia, éstas representan una opción 

prometedora. De acuerdo con la bibliografía consultada, el enriquecimiento de la 

MEC de vejiga con NPs Ag no se ha sido reportado y se desconocen los posibles 

efectos que ello pudiera implicar, por lo que nuestro grupo de investigación se 

plantea la siguiente pregunta: 

 

¿Una MEC enriquecida con NPs Ag será capaz de potencializar la regeneración 

ósea y a su vez contar con propiedades antibacterianas? 
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IV. JUSTIFICACIÓN 
 

Más allá de la degradación del hueso y la pérdida del órgano dentario, los 

pacientes que presentan enfermedad periodontal crónica se exponen al desarrollo 

de una serie de enfermedades sistémicas como la diabetes, artritis reumatoide, 

enfermedades cardiovasculares y en las mujeres embarazadas se pueden 

presentar nacimientos de neonatos prematuros y de bajo peso, incluyendo todas 

las desventajas que ello conlleva [7].  

 

Así mismo, el impacto económico y emocional en los individuos que sufren 

periodontitis, disminuye su calidad de vida a medida que se profundiza la 

severidad de este padecimiento (Ferreira et al., 2017). Por ello, creemos que la 

innovación en el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas es necesaria para 

ayudar a disminuir los impactos adversos que se presentan. 

 

En este estudio se evaluó una nueva opción terapéutica que busca mejorar las 

capacidades de regeneración del tejido óseo bajo procesos infecciosos para así 

mantener la funcionalidad y estética del aparato estomatognático. 

 

Hasta el momento, de acuerdo a la bibliografía consultada, no hemos encontrado 

reportes del uso de hidrogeles de MEC funcionalizados con nanopartículas de 

plata, por lo que al considerar las propiedades de ambos materiales nos resulta 

interesante evaluar su eficiencia. 
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V. HIPÓTESIS 
 

El hidrogel de MEC con NPs Ag presenta activadad antibacteriana, es 

biocompatible y promueve la regeneración tisular ósea. 
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VI. OBJETIVOS 
 
 

6.1 Objetivo general 

 

Determinar el efecto antibacteriano, biocompatible y regenerativo de un hidrogel 

de MEC de vejiga porcina con NPs Ag. 

 

 
6.2 Objetivos específicos 

 

1. Examinar la capacidad antibacteriana de los hidrogeles.  

2. Evaluar la biocompatibilidad celular de los hidrogeles in vitro. 

3. Evaluar la biocompatibilidad y capacidad regenerativa de los hidrogeles in 

vivo. 
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VII. DISEÑO DE INVESTIGACIÓN 
 
 

7.1 Tipo de estudio 

 

Esta es una investigación perteneciente a las ciencias aplicadas dentro del área 

de la biotecnología, campo de la medicina regenerativa, en la disciplina de la 

ingeniería tisular. Este estudio empleará un enfoque cuantitativo y descriptivo con 

un diseño de investigación experimental con posprueba y grupo control. Los 

experimentos se realizaron por triplicado para obtener reproducibilidad en las 

pruebas. 
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7.2 Localización  

 

Este estudio se realizó mediante un esfuerzo multidisciplinario por lo tanto las 

diversas técnicas y métodos se llevaron a cabo en distintos laboratorios de 

investigación. 

 

Las NPs Ag se sintetizaron en el laboratorio de Microbiología Bucal en el Instituto 

de Ciencias Biomédicas de la Universidad Autónoma de Ciudad Juárez (UACJ). 

Mientras que la obtención de la MEC y los experimentos se realizaron en los 

laboratorios de Microbiología Molecular e Inmunología de la Facultad de Ciencias 

Químico-Biológicas de la Universidad Autónoma de Sinaloa (UAS). 
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7.4 Diseño experimental 

 

7.4.1 Esquema general del flujo de trabajo 

 

 

  

Preparación de 

NPs Ag 

Preparación 

andamios de MEC Funcionalización 

MEC + NPs Ag 

Análisis de 

biocompatibilidad 
Capacidad 

antibacteriana 

Modelo 

regenerativo in 

vivo 

Evaluación 
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7.4.2 Esquema de la preparación de los medios condicionados y las líneas celulares a evaluar. 
 

 

  

Fibroblastos NIH/3T3 

 MO Raw/264.7 

AD-MSCs  
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7.4.3 Esquema para el análisis de proliferación y citotoxicidad con sales de tetrazolio. 
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7.4.4 Esquema para el análisis de la viabilidad celular mediante fluorescencia 
 

 

 

 

  

1 ml de medio 

condicionado  
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7.4.5 Esquema para el análisis de cuantificación de citocinas 
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7.4.6 Cultivos 3D con MSCs sobre los hidrogeles de MEC 
 

 

 

  

MSCs 
25,000 

Hidrogel 
1 ml 

DMEM 
1 ml 

Gelificación 
37 °C 

37 °C, 5 % CO
2
 X 7 

y 14 días 
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7.4.7 Biocompatibilidad in vivo 
 

 

 

  

200 µl 

Formaldehido 4% 

7 µm 

Criostato 

Teñir 

Cortes 
histológicos  Hematoxilina 

Eosina 
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7.4.8 Esquema del modelo regenerativo in vivo 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

Crecimiento de 

ratas (3 meses) 

Defecto óseo 

contaminado con 

bacterias o LPS  

Sacrificio de 

las ratas  

Con implante 

de MEC  

Tinción 

Hematoxilina 

& eosina  

Sin implante 

de MEC  

1 mes 

Control negativo 

(PBS estéril)  
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7.4.9 Esquema para el análisis antibacteriano 
   

 

 

 

100 µl de bacterias columna 1-11 

100 µl medio cultivo columna 2-12 

Diluciones seriadas  

(Tomar 100 µl columna 1 y 

homogenizarlos en la columna 2 y 

repetir el paso anterior hasta la 

columna 11).  

200 µl de hidrogeles columna 1 
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VIII. METODOLOGÍA 
 
 
8.1 Preparación y caracterización de las NPs Ag 

 

Se disolvieron 0.169 g de AgNO3 en 100 ml de agua desionizada, esta solución se 

mezcló con 0.1 g de ácido gálico previamente disuelto en 10 ml de agua 

desionizada. Inmediatamente después, el pH se ajustó a 11 usando una solución 

de 0.1 M NaOH (Espinosa-Cristóbal et al., 2009). 

 

El tamaño de las NPs Ag obtenido se caracterizó por dispersión de luz dinámica 

(DLS) con una longitud de onda de 633 nm, y un ángulo de detección de 90º; 

todas las muestras se analizaron durante 60 segundos a 25ºC. Para confirmar su 

forma, las NPs Ag fueron analizadas por microscopio electrónico de transmisión 

(JOEL JEM-1230) con una aceleración de voltaje de 100kV. 

 
 
8.2 Preparación de la vejiga porcina 

 

Las vejigas se cortaron en la base de la uretra para extracción de líquidos y lavado 

interno. Luego se desinfectaron sumergiendo el tejido en una solución de PBS con 

antibiótico-antimicótico. Enseguida se procedió a la delaminación mecánica de 

tejido para remover la capa más superficial de epitelio interno de la vejiga usando 

pinzas hemostáticas, mango para bisturí, hoja nº 15, pinzas y tijeras dentales 

quirúrgicas. Por último, se lavaron con agua destilada estéril colocándolas en un 

agitador orbital a 200 rpm en refrigeración durante 48 horas con recambio del 

agua a las 24 horas. 
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8.3 Proceso de descelularización por inmersión 

 

Después de las 48 horas de lavado, se retiró el agua y se sumergieron en tripsina-

EDTA al 0.25% por 1 hora a 37ºC en agitación a 200rpm. Enseguida se retiró la 

solución químico-enzimática decantando el contenido y exprimiendo los tejidos 

contra el fondo del vaso de precipitado. Para inactivar la acción enzimática se 

empleó una solución de PBS 1x suplementada con 10% de suero fetal bovino 

(SFB) incubando durante 10 horas. Por último, se deshidrató el tejido mediante 

liofilización durante 24 horas y se pulverizó en un molino eléctrico. 

 

 
8.4 Digestión, gelificación y funcionalización  

 

Se digirieron 200 mg de MEC con 40 mg de pepsina en 10 ml de HCl bajo 

agitación constante durante 48 horas a temperatura ambiente. Luego, se agregó 1 

ml de PBS 10X y se ajustó el pH a 7.2 con hidróxido de sodio. En este punto, se 

cargaron con las NPs Ag y se homogenizaron por 30 segundos en vórtex. Para la 

gelificación de los pregeles se incubaron a 37 °C durante 1 hora (Sawkins et al., 

2013). 

 

 
8.5 Determinación de presencia de colágeno del hidrogel a través de SDS-

PAGE  

 

Se utilizó un gel separador al 7 % y un gel concentrador al 10 %. Se le aplicó un 

pretratamiento a la muestra dejando incubar en baño maría a 90-100°C por 5 

minutos y se corrió con una carga de 100 v hasta salir del gel concentrador y 80 v 
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hasta que el buffer salga del gel. La visualización de las proteínas se obtuvo 

tiñendo con azul de Coomasie R-250. 

 

 
8.6 Cuantificación de colágeno de los pregeles de MEC de vejiga porcina 

 

Para la cuantificación del contenido de colágeno presente en la MEC se empleó 

una técnica de evaluación espectrofotométrica basada en la absorbancia derivada 

de la formación de un cromóforo a partir de la oxidación de la hidroxiprolina. Para 

ello se colocó 1 ml de pregel de MEC en tubos de ensayos con rosca, a éstos se 

le añadieron 3 ml de HCl 6 M y luego se colocaron en la autoclave por 3 horas a 

125 °C para hidrolizar el contenido de proteínas. El material hidrolizado se dejó 

secar a baño María a 100 °C durante ≈ 6 horas, luego éste se resuspendió con 

200 ul de la solución de cloramina T al 0.56% y se incubó durante 10 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente, 1 ml de reactivo de Erlich se agregó, se 

homogenizó e incubó a 50°C durante 90 minutos. Por último, se registraron las 

absorbancias en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 560 nm. Para 

determinar las concentraciones de colágeno de la MEC se realizó una curva 

estándar a partir de colágeno puro y éste se sometió al mismo procedimiento que 

se efectuó para la MEC. 
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8.7 Preparación de medios condicionados 

 

Para la evaluación de la biocompatibilidad celular “in vitro” se prepararon medios 

condicionados de los hidrogeles de MEC y de los hidrogeles de MEC con NPs Ag. 

Primero en un microtubo de 1.5 ml se colocaron perlas de vidrio de 0.05 mm hasta 

la marca de los 2 ml. Luego se colocó 1 ml de hidrogel a una concentración de 20 

mg /ml más 9 ml de medio de cultivo suplementado (10% de suero fetal bovino y 

1% de antibiótico penicilina-estreptomicina). Los microtubos se llevaron al 

disruptor de tejidos durante 1 minuto a máxima velocidad y se incubaron a 37 °C 

en agitación constante durante 24 horas. Por último, los medios de cultivo se 

centrifugaron a 13,000 rpm y se recuperaron los sobrenadantes con una jeringa 

estéril para ser filtrados en una unidad de filtración con un tamaño de poro de 0.22 

μm. 

 

 
8.8 Cultivo celular 

 

Se sembraron células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (AD-

MSCs) y fibroblastos NIH/3T3 (Fb) en frascos de 75 cm2 con medio de cultivo 

DMEM-F12 suplementado y los macrófagos Raw/264.7 (Mø) con medio de cultivo 

DMEM suplementado. Para la expansión celular las cajas de cultivo se incubaron 

a 37 °C en una atmosfera con 5% de CO2 y 95% de humedad hasta que el cultivo 

alcanzó una confluencia de 70%. En este punto, las células se desprendieron de la 

caja de cultivo empleando un método químico-enzimático con tripsina-EDTA 

(0.25%) para la realización de las distintas evaluaciones “in vitro” (Karamzadeh, 
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Eslaminejad, & Aflatoonian, 2012). Se determinó la viabilidad y concentración 

celular a través de una tinción de exclusión de vitalidad con azul de tripano (0.4%) 

y con la cámara de Neubauer, respectivamente.  

 

 

8.9 Ensayos de citotoxicidad y proliferación celular  
 

Para los ensayos de proliferación celular y citotoxicidad celular, se emplearon 

cajas de cultivo de 96 pozos. Se sembraron 7,500 células/pozo para el ensayo del 

MTT y 15,000 células/pozo para en ensayo del LDH de cada una de las 3 líneas 

celulares. Previo a los ensayos se permitió la adherencia y establecimiento celular 

durante 24 h con medio estándar. Posteriormente, se removió el medio de cultivo y 

se colocaron 200 μl de los medios condicionados o medio DMEM como control. 

Tras la exposición a los extractos de los materiales, se llevaron a cabo los 

procedimientos para la evaluación. 

 

Se empleó un método espectrofotométrico basado en la absorbancia derivada de 

la formación de un cromóforo a partir de la degradación enzimática de sales de 

tetrazolio con un lector de placas. Se empleó una longitud de onda de 570 nm 

para el Kit CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (MTT) y 490 nm 

para el Kit CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Cytotoxicity Assay (LDH) ambos de 

Promega, siguiendo las instrucciones del fabricante. Para los ensayos de 

proliferación los tiempos de evaluación fueron de 24, 48 y 72 h, mientras que para 

los ensayos de citotoxicidad se evaluó a las 24 h de exposición a los extractos.  
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8.10 Ensayos de viabilidad celular mediante fluorescencia 

 

Se evaluó el estado de vitalidad celular a través de fluorocromos de vida y muerte. 

En cajas de 24 pozos se colocaron cubreobjetos, previamente desinfectados y 

esterilizados. Se cultivaron 100,000 células/pozo, de cada una de las 3 líneas 

celulares, con medio de cultivo estándar permitiendo la adherencia y 

establecimiento celular durante 24 h. Posteriormente, se removió el medio de 

cultivo y se colocó 1 ml de los medios condicionados o medio DMEM como 

control. Tras 24 h de exposición a los extractos se evaluó la viabilidad celular 

empleando naranja de tiazol como indicador de vitalidad emitiendo fluorescencia 

en verde o ioduro de propidio como indicador de muerte celular emitiendo 

fluorescencia en rojo. 

 

 
8.11 Ensayos de análisis de expresión de citocinas 

 

Se estimuló la producción de citocinas con los extractos de los materiales con la 

línea celular de Mø para la identificación y cuantificación de citocinas 

proinflamatorias y antiinflamatorias de los sobrenadantes del cultivo. En cajas de 6 

pozos se colocaron 500,000 células/pozo con medio de cultivo estándar 

permitiendo la adherencia y establecimiento celular durante 24 h. Posteriormente, 

se removió el medio de cultivo y se colocaron 2 ml de los medios condicionados o 

medio DMEM como control. Tras 24 horas de exposición a los estímulos se evaluó 

la producción de citocinas mediante el método de matrices de perlas citométricas 

(CBAs).  
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Las muestras fueron adquiridas en el citómetro de flujo Accuri C6 (BD 

Inmunocytometry Systems) analizando un total de 2,100 eventos por muestra. Se 

empleó un umbral de detección en FSC-H de 500,000 para eliminar la aparición de 

detritos celulares y los filtros FL2 y FL3 para la detección de las fluorescencias de 

las CBAs por medio de gráficos density plot. El análisis de las intensidades media 

de fluorescencia se evaluaron en el software FCAP Arrays para la cuantificación 

en Pg/ml. 

 

 
8.12 Ensayos de cultivos 3D con MSCs sobre los hidrogeles de MEC 

 

Primero se preparó la caja de cultivo de 24 pozos colocando 1 ml del hidrogel de 

MEC de vejiga y se gelificaron a 37 °C durante 1 hora. Se cultivaron 25,000 MSCs 

sobre el hidrogel, se les suministró 1 ml de medio de cultivo suplementado y se 

incubaron a 37 °C durante 7 y 14 días. La penetración de las células en los 

hidrogeles se evaluó mediante cortes histológicos de la MEC. Para ello, se retiró el 

medio de cultivo, se fijó la muestra con 1 ml de PBS 1x con formalina y se incubó 

1 hora a temperatura ambiente. 

 

Para la realización de los cortes histológicos, el hidrogel se extrajo del pozo de 

cultivo con un sacabocado y el fragmento de hidrogel se cortó a la mitad con un 

cubreobjetos. Éstos se colocaron en forma vertical en un molde de aluminio con 

polifreeze y se congelaron colocando el molde con la muestra en nitrógeno líquido. 

Los cortes se realizaron en un crióstato con un grosor de 20 μm, éstos se 

transfirieron a una laminilla con L-polilisina para facilitar la adherencia y se fijaron 
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sumergiendo la muestra en acetona a -20 °C durante 15 minutos. Por último, las 

muestras se tiñeron con hematoxilina y eosina y se observaron al microscopio 

para confirmar la colonización del hidrogel. 

 

 
8.13 Ensayos de biocompatibilidad in vivo 

 

Para evaluar la biocompatibilidad de los hidrogeles de MEC de vejiga de cerdo se 

emplearon ratas Wistar de 3 meses de edad. Los animales se anestesiaron con 

cloroformo y se inocularon con una jeringa de 10 unidades 100 µl de hidrogel en el 

dorso del animal de manera subdérmica tomando como referencia la línea media. 

30 minutos antes del sacrificio se inyectarán 200 µl/kg de azul de Evans en la vena 

de la cola y 1 hora después de la inyección del colorante se empezó a observar la 

coloración del tejido. El tejido se fijó con PBS 1x con paraformaldheido 4 %. 

Posteriormente un fragmento de 1 cm de diámetro alrededor de la extravasación 

se recuperó y se realizaron las evaluaciones histológicas para definir el tipo e 

intensidad de la reacción inflamatoria. 

 

 
8.14 Ensayos de actividad antibacteriana de concentración mínima 

inhibitoria 

 

Las bacterias, se adquirieron en la ATTC (American Type Culture Collection) y 

fueron cultivadas según sus necesidades. Se tomó una concentración de 2.3 x 107 

UFC/ml y se extendieron sobre placas de cultivo con TSA. Luego se tomó una 

colonia para sembrar en medio de cultivo líquido TSB. Para evaluar la actividad 
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antibacteriana de los hidrogeles se empleó un ensayo para conocer la 

concentración mínima inhibitoria del material. Para ello se colocaron diversas 

concentraciones del material en cajas de cultivo de 96 pozos y se realizaron las 

microdiluciones en medio de TSB para por último colocar una concentración de 

2.3 x 105 de bacterias. Las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C y se 

evaluó la turbidez del medio de cultivo. 

 

 
8.15 Modelo experimental regenerativo in vivo 

 

Se utilizaron ratas Wistar de 3 meses con un rango de peso de 250-300 g, 

alimentadas con dieta normal estéril (LabDiet 5010, USA) y agua ad libitum con 

ciclos de luz/oscuridad de 12 horas. A estas ratas se les efectuó un daño 

mecánico en el hueso del maxilar en la región de los incisivos inferiores. Para ello, 

se anestesiaron vía intraperitoneal con pentobarbital (63 mg/Kg) y se procedió a 

realizar el desprendimiento del tejido gingival con la ayuda de un bisturí No. 15. 

Luego con un dremel y una fresa a 150 rpm se eliminó el hueso. Sobre éste se 

depositaron 4 μl de LPS de Escherichia coli y Salmonella typhimurium a una 

concentración de 5 µg/µl o 4 μl de E. feacalis a una concentración de 1.6x109 c/ml 

como control negativo se aplicaron 4 µl solución salina estéril. En este punto, se 

rellenó la zona con hidrogel y se reposicionó el tejido gingival pegando con 

metacrilato (Dumitrescu, Abd-El-Aleem, Morales-Aza, & Donaldson, 2004). A los 

30 días se sacrificaron las ratas para evaluar el proceso de regeneración mediante 

un análisis histológico. 
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8.16 Análisis estadístico 

 

Los resultados de las variables cuantitativas se representaron como promedio ± su 

desviación estándar (DS). Los datos cualitativos se expresaron como porcentajes 

± su DS. Para todos los análisis se utilizó el programa IBM SPSS v20.0 (SPSS inc, 

IL, USA), los resultados se evaluaron mediante un análisis de varianzas (ANOVA) 

con un intervalo de confianza del 95%. 

 
8.17 Cuidado y manejo de los animales 

 

El manejo cotidiano y durante los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo al 

Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigación para la Salud-

2014 y a las normas de salud NOM-062-ZOO-1999, las cuales buscan: 

 Evitar al máximo el sufrimiento de los animales 

 Usar un procedimiento que garantice una muerte sin sufrimiento al 

momento de sacrificar un animal 

 Proporcionar un máximo de comodidad, excepto cuando las variables 

experimentales justifiquen la situación 

 Proteger al personal de laboratorio involucrado en el cuidado de animales 

 

Para ello se identificó en las ratas de laboratorio signos de enfermedad, conducta 

anormal, dolor y sufrimiento. Se les proporcionó alimento estéril y agua potable ad 

libitum, condiciones de temperatura y ventilación adecuadas, también fueron 
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sexados y agrupados de acuerdo a las condiciones y necesidades que se 

requerían.  

 

Las jaulas donde fueron alojadas contaron con diversos registros para un 

adecuado control y se acondicionaron con aserrín para favorecer su aislamiento 

térmico y construcción de nido, garantizar la absorción de su orina, excremento, 

desperdicio de agua y facilitar la limpieza. 

 
Además, la limpieza de las jaulas se realizó de manera periódicamente y los 

desechos, el manejo de cadáveres y residuos patológicos se llevó a cabo acorde a 

la Norma Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 para los Residuos 

Peligrosos Biológicos infecciosos. 
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IX. RESULTADOS  
 
 
9.1 Síntesis de nanopartículas de plata 

 

A partir de soluciones de nitrato de plata y ácido gálico se sintetizaron NPs Ag con 

un tamaño promedio de 5.8 nm. Los resultados del DLS muestran que se obtuvo 

un solo pico en emisión correspondiente a un rango de tamaños de las NPs Ag 

entre los 4.6 nm hasta los 15.7 nm (Fig. 1). Así mismo se logró determinar la forma 

de las NPs Ag mediante microscopia electrónica de transmisión presentando estas 

una forma esférica y cuasiesférica (Fig. 2). 

 

 

 
Figura 1. Determinación del tamaño de las NPs Ag en el DLS. A. Registro de 
un solo pico de dispersión en el histograma. B. Rango de tamaños de las NPs Ag. 
C. Promedio del tamaño de NPs Ag. 
 

 

 

 

A) B) C) 
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Figura 2. Determinación de la forma de las NPs Ag a través de microscopio 
electrónico de transmisión. 
 

 
9.2 Obtención de un hidrogel de MEC de vejiga de cerdo descelularizada 

 

A partir de la vejiga de cerdo se logró obtener MEC en formulación de hidrogel 

(Fig. 3). Durante la digestión enzimática de los componentes de la MEC se 

monitoreó la degradación de fibras proteicas a las 0, 24 y 48 h para la obtención 

del hidrogel (Fig. 4). En esta investigación se empleó un método de 

descelularización sin detergentes logrando obtener una MEC sin la presencia de 

células o núcleos celulares (Fig. 5), demostrando que se realizó un buen proceso 

de remoción de células del tejido.  
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Figura 3. Fases de la formación del hidrogel de la MEC de vejiga de cerdo. A. 
Membrana de MEC descelularizada. B. Hoja liofilizada de MEC. C. Hidrogel de 
MEC. 
 

 
Figura 4. Digestión con pepsina de la MEC liofilizada. Evaluación microscópica 
de la presencia de fibras proteicas con un objetivo de 4X. A. Presencia de una 
gran cantidad de fibras. B. Disminución de las fibras fue mínima. C. MEC sin 
presencia de fibras. 

 

A B C 

 
A B C 
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Figura 5. Evaluación histológica del proceso de descelularización. Cortes 
histológicos teñidos con hematoxilina & eosina antes (A-B) y después (C-D) del 
tratamiento de remoción del contenido celular. A y C. microfotografía tomada con 
un objetivo de 10X. B y D. Microfotografía tomada con un objetivo de 40X. 
 
9.3 Concentraciones de colágena en la MEC de vejiga de cerdo 

 

Al evaluar el contenido de colágeno en la MEC mediante diluciones seriadas 

(proporción 1:1) se logró obtener 3 concentraciones: 20 mg/ml para la 

concentración mayor, 10 mg/ml para la primera dilución y 5 mg/ml. Se registraron 

las absorbancias de muestras obteniendo valores de 0.019 en la concentración de 

5 mg/ml hasta valores de 0.378 para la concentración de 20 mg/ml (Fig. 6). 

 

 
A B

) 

D C 
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Figura 6. Cuantificación de las concentraciones de hidroxiprolina de la MEC. 
A. El cambio en la intensidad del color en cada una de las muestras de MEC de 
vejiga de cerdo debido al cromógeno producido por la interacción del reactivo de 
Erlich con la hidroxiprolina oxidada. B. Registro de las absorbancias obtenidas al 
leerse en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 560 nm. 
 

 
9.4 La MEC de vejiga de cerdo contiene principalmente proteínas de 

colágeno tipo I 

 

Tomando como referencia el colágeno tipo I de cola de rata purificado se comparó 

el perfil proteico de la MEC obtenida. A través SDS-PAGE este se distingue con 

un patrón electroforético de bandeo característico de 2 subunidades mayores y 

una subunidad pequeña. En los carriles donde se colocaron los hidrogeles de 

MEC se presentó el mismo patrón de bandeo correspondiente al colágeno tipo I 

(Fig. 7). 
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Figura 7. Identificación de colágeno de la MEC de acuerdo a su movilidad 
electroforética. M: Marcador de peso molecular. 1, 2, 4 y 5: Hidrogel de vejiga. 3 
y 6: Col tipo I. 
 

 

9.5 Biocompatibilidad celular con extractos de MEC 

 

En las 3 líneas celulares expuestas a los extractos de MEC de los hidrogeles 

(MHV) se registraron mayores tasas de actividad metabólica en comparación con 

el grupo control en cada uno de los tiempos de evaluación, siendo estas 

diferencias estadísticas significativas. Así mismo, estos resultados fueron 

replicados por el grupo experimental MHV NPs Ag con la línea celular AD-MSCs. 

La misma tendencia se observó para la línea celular NIH-3T3, excepto a las 72 h 

donde la actividad metabólica disminuye a un nivel comparable al grupo control. 

Por su parte, los Mø expuestos a los hidrogeles con NPs Ag no presentaron un 

incremento contundente en comparación con el grupo control (Figura 8-10). 

 
M 1 2 3 M

2

4 5 6 
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Figura 8. Registro de las absorbancias de los ensayos de MTT con AD-MSCs. 
*P<0.05. 
 
 

Figura 9. Registro de las absorbancias de los ensayos de MTT con NHI-3T3. 
*P<0.05. 
 

 

 

* 
* 

* 

* 

* 

* 
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Figura 10. Registro de las absorbancias de los ensayos de MTT con Mø Raw 
264.7. *P<0.05. 
 

Los ensayos de biocompatibilidad mostraron que los extractos de MEC con o sin 

NPs Ag no afectan funciones básicas para la sobrevivencia como lo son la 

adherencia, migración y proliferación celular. En las microfotografías tomadas en 

campo claro se observan las células de las 3 líneas celulares adheridas a la placa 

de cultivo y con una morfología celular típica durante los tiempos de evaluación 

(Fig.11-19). Así mismo, se observa una de las posibles causas del incremento en 

la actividad metabólica de las células de los grupos experimentales. En el grupo 

DMEM se desarrollaron unidades formadoras de colonia permitiendo la interacción 

célula-célula y el establecimiento de colonias, mientras que en los grupos 

experimentales las células tendieron a migrar, potencializando la fase exponencial 

del cultivo celular (Fig. 20-22). Así mismo, la confluencia celular en los grupos 

experimentales fue elevada comparado con el grupo control, mostrando que la 

* 

* 
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proliferación celular se ve alterada por los extractos de MEC, sugiriendo un cambio 

en el estado de activación celular. Además, la funcionalización del hidrogel con 

NPs Ag no modificó los resultados observados en el grupo experimental MHV. 

 

Sin embargo, en los resultados de las pruebas de fluorescencia si se logró 

apreciar que las 3 líneas celulares del grupo experimental MHV-NPs presentaron 

cambios en la morfología celular o en la pérdida de la integridad de la membrana 

celular. Los fibroblastos NIH/3T3 y AD-MSCs a pesar de que no presentaron 

efectos sobre la integridad de membrana celular, observándose como células 

vitales, estas se observan delgadas, con un menor tamaño y se encontraban 

escasamente representadas en el área de cultivo en comparación con los grupos 

MHV y control. Además, los Mø lograron incorporar naranja de tiazol sugiriendo 

muerte o daño celular. En el grupo experimental MHV las 3 líneas celulares 

presentan un buen estado de viabilidad celular comparado con el grupo control, 

desplegando la morfología celular típica de cada uno de los linajes celulares (Fig. 

23). 

 

Sin embargo, las absorbancias registradas de los resultados de los ensayos de 

LDH indican que no existe lisis celular tras la exposición de los Mø a los extractos 

de MEC con NPs (Fig. 24). Aunque si se pudieron apreciar ligeros incrementos en 

la actividad de la enzima LDH en los resultados de las absorbancias con las líneas 

celulares NHI/3T3 y AD-MSCs (Fig. 25 y 26).  



48 
 

 MHV-NPs MHV DMEM 

 
Figura. 11. Mø Raw 264.7 expuestos a extractos de MEC, MEC-NPs y grupo 

de control a las 24 h. Imágenes tomadas con un objetivo de 40X. 
 

 
Figura. 12. Mø Raw 264.7 expuestos a extractos de MEC, MEC-NPs y grupo 

de control a las 48 h. Imágenes tomadas con un objetivo de 40X. 
 

 
Figura. 13. Mø Raw 264.7 expuestos a extractos de MEC, MEC-NPs y grupo 

de control a las 72 h. Imágenes tomadas con un objetivo de 40X.  

 MHV MHV-NPs DMEM 

 MHV MHV-NPs DMEM 
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Figura. 14. AD-MSCs expuestos a extractos de MEC, MEC-NPs y grupo de 
control a las 24 h. Imágenes tomadas con un objetivo de 10X. 
 

 
Figura. 15. AD-MSCs expuestos a extractos de MEC, MEC-NPs y grupo de 
control a las 48 h. Imágenes tomadas con un objetivo de 10X. 
 

 
Figura. 16. AD-MSCs expuestos a extractos de MEC, MEC-NPs y grupo de 
control a las 72 h. Imágenes tomadas con un objetivo de 10X.  

 DMEM MHV MHV-NPs 

 DMEM MHV MHV-NPs 

 DMEM MHV MHV-NPs 
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Figura. 17. NIH/3T3 expuestos a extractos de MEC, MEC-NPs y grupo de 
control a las 24 h. Imágenes tomadas con un objetivo de 10X. 
 

 
Figura. 18. NIH/3T3 expuestos a extractos de MEC, MEC-NPs y grupo de 
control a las 48 h. Imágenes tomadas con un objetivo de 10X. 
 

 
Figura. 19. NIH/3T3 expuestos a extractos de MEC, MEC-NPs y grupo de 
control a las 72 h. Imágenes tomadas con un objetivo de 10X. 
  

 DMEM MHV MHV-NPs 

 DMEM MHV MHV-NPs 

 DMEM MHV MHV-NPs 



51 
 

  
Figura.20. Microfotografías de los ensayos de actividad metabólica con sales 

de MTT con Mø Raw 264.7 del grupo control. A. Establecimiento del cultivo a las 
24 h. B. Desarrollo de unidades formadoras de colonia a las 48 h y C. Fase de 
exponencial del cultivo.  
 

 
Figura. 21. Microfotografías de los ensayos de actividad metabólica con 

sales de MTT con Mø Raw 264.7 del grupo MHV. A. Establecimiento del cultivo 
a las 24 h. B. Inhibición del desarrollo de unidades formadoras de colonia a las 48 
h. B y C. Fase de exponencial del cultivo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A B C 

A B 
C 
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Figura. 22. Microfotografías de los ensayos de actividad metabólica con 

sales de MTT con Mø Raw 264.7 del grupo MHV NPs Ag. A. Establecimiento del 
cultivo a las 24 h. B. Inhibición del desarrollo de unidades formadoras de colonia 
con fase de exponencial del cultivo a las 48 h. C. Cultivo en fase de senescencia. 
  

A B 
C 
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Figura. 23. Evaluación de la viabilidad celular a través de fluorescencia. 

Fibroblastos NIH/3T3 (A-D), Mø Raw/264.7 (E-H) y AD-MSCs (I-L) expuestos a 
los extractos de MEC. Microfotografías tomadas con un objetivo de 40x. 
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Figura.24. Registro de las absorbancias de los ensayos de LDH con Mø. 
Diferencias estadísticamente significativas del grupo de muerte máxima en 
comparación con los demás grupos. *P<0.05. 
 

 

Figura.25. Registro de las absorbancias de los ensayos de LDH con 
fibroblastos NHI-3T3. Diferencias estadísticamente significativas del grupo de 
muerte máxima en comparación con los demás grupos. *P<0.05. 
 

* 

* 
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Figura.26. Registro de las absorbancias de los ensayos de LDH con AD-
MSCs. Diferencias estadísticamente significativas del grupo de muerte máxima en 
comparación con los demás grupos. *P<0.05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

* 
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9.6 Activación de Mø con extractos de MEC 

 

Tras 24 horas de exposición a los extractos de MEC se evaluó el perfil de 

polarización fenotípica del Mø. La cuantificación de citocinas muestra que la MEC 

de vejiga porcina estimula a los Mø a expresar altas concentraciones de MCP1 y 

TNF principalmente. También, incrementos en IL-12, IL-10 e IL-6 fueron 

registrados en comparación al grupo DMEM, además se puede observar que la 

incorporación de NPs Ag no afecta la producción de citocinas ni modificaron el 

perfil fenotípico adquirido en respuesta a la MEC (Fig. 27). Así mismo, a través de 

tinción de las células con hemocolorante rápido se logró apreciar cambios en la 

morfología celular tras la exposición a la MEC comparado con los Mø del grupo 

DMEM. Sin embargo esta no fue similar a lo observado en el grupo de Mø 

estimulados con LPS (Fig. 28-31).  

 

 
 
Figura. 27. Cuantificación de citocinas secretadas por los Mø a las 24 h.  
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Figura. 28. Polarización fenotípica del Mø. Grupo DMEM a las 24 h. Imágenes 
tomadas con un objetivo de 40X. 
 

 
Figura. 29. Polarización fenotípica del Mø. Grupo LPS a las 24 h. Imágenes 
tomadas con un objetivo de 40X. 
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Figura. 30. Polarización fenotípica del Mø. Grupo MHV a las 24 h. Imágenes 
tomadas con un objetivo de 40X. 
 
 

 
Figura. 31. Polarización fenotípica del Mø. Grupo MHV NPs a las 24 h. 
Imágenes tomadas con un objetivo de 40X. 
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9.7 Obtención de hidrogeles de MEC  

 

Para realizar los ensayos de penetración celular se evaluó la resistencia de los 

hidrogeles de vejiga de cerdo a la tensión superficial que genera el medio de 

cultivo sobre éste, se prepararon concentraciones de 10, 15 y 20 mg/ml y se les 

colocó 1 ml de medio de cultivo (Fig. 32). 

 

Los hidrogeles que fueron preparados a una concentración de 10 mg/ml no 

lograron soportar el peso del medio de cultivo depositado arriba del mismo y este 

se mezcló. Por su parte, los hidrogeles de 15 mg/ml tampoco lograron soportar la 

tensión generada por el medio de cultivo sobre su superficie, aunque en este caso 

no se desbarató el hidrogel si no que este se desprendió de la superficie de la caja 

de cultivo. Por el contrario, los hidrogeles con una concentración de 20 mg/ml si 

soportaron el peso del medio de cultivo sobre ellos (Fig. 33). 

 

Los hidrogeles de 20 mg/ml lograron gelificar a los 37 °C a partir de los 30 minutos 

de incubación, presentando una consistencia semisólida capaz de mantener sobre 

él una capa de medio de cultivo suplementando sin perder su consistencia y 

permitiendo la filtración del mismo en toda la estructura del hidrogel, facilitando el 

suministro de nutrientes para las células que lograron penetrar en su estructura 

(Fig. 34). 
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Figura 32. Base de hidrogel de MEC de vejiga en caja de cultivo gelificado 
para la realización de los ensayos de penetración celular. Andamios de 
hidrogeles gelificados en cajas de cultivo de 24 pozos. 
 

 
Figura. 33. Determinación de la resistencia de los hidrogeles a la tención 

superficial generada por el medio de cultivo. A. Hidrogeles de 10 mg/ml, B. 
Hidrogeles de 20 mg/ml, C. Hidrogeles de 15 mg/ml y D. Hidrogeles de 20 mg/ml. 

 

 

 

A B C D 
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Figura 34. Hidrogel con medio de cultivo a las 24 horas. Filtración del medio de 
cultivo dentro de la estructura del andamio 

 
 
9.8 Adherencia e infiltración celular en hidrogeles de MEC 

 

En la figura 35 se observa los hidrogeles antes de su gelificación. Se emplearon 

hidrogeles de MEC de vejiga a una concentración de 20 mg/ml e hidrogeles de 

vejiga biofuncionalizados con NPs Ag a una concentración de 125 μg/ml, los 

hidrogeles de vejiga presentaron una tonalidad blanquecina, mientras los 

hidrogeles biofuncionalizados con NPs Ag una tonalidad oscura. 

 

En la figura 36 se presentan los hidrogeles una vez gelificados y en la figura 37 se 

aprecia como en todos los hidrogeles lograron soportar el medio de cultivo sobre 

la superficie inmediatamente después de su gelificación. En esta ocasión los 

hidrogeles se centrifugaron a 2000 rpm antes de su colocación en la placa de 
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cultivo para eliminar las burbujas observadas en hidrogeles anteriores. Los 

hidrogeles se fijaron con glutaraldehído (Fig. 38) y como se desprendieron con una 

cucharilla para su observación en microscopio en fresco (Fig. 39-40). 

 

Figura 35. Colocación de los hidrogeles sobre la caja de cultivo para su 

gelificación. 

 
 

 
Figura 36. Hidrogeles gelificados a 37 °C. 
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Figura 37. Colocación del medio de cultivo sobre los hidrogeles. 

 

 
Figura 38. Fijación de los hidrogeles con PBS 1X con glutaraldehÍdo al 4 por 

ciento. 
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Figura 39. Desprendimiento del hidrogel de la caja de cultivo tras su fijación. 

 

 

Figura 40. Hidrogel desprendido de la caja de cultivo. 
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Tras 7 días de cultivo sobre los hidrogeles de MEC, se logró observar sobre su 

superficie una gran cantidad de células con morfología fibroblastoide en una 

confluencia del 50% del área de cultivo (Fig. 41). Además, pudimos constatar que 

una parte de las células logró penetrar en el hidrogel y éstas, dentro del hidrogel, 

exhibían la misma morfología (Fig. 42). También, se observó una sola franja de 

migración celular o monocapa que se introduce dentro del hidrogel permitiendo el 

contacto entre las células. Además, al evaluar la colonización celular a los 14 días 

se logró observar una confluencia del 60% del área de cultivo con la misma 

morfología fibroblastoide (Fig. 43).  

 

Por su parte, en los hidrogeles biofuncionalizados con NPs Ag las MSCs, 

observadas en fresco mediante microscopia óptica, se encontraban en 

aproximadamente un 40 % de confluencia celular sobre la superficie del andamio, 

presentando morfología fibroblastoide (Fig. 44 y 45). Sin embargo, se dificultó 

apreciar las células debido a que los hidrogeles toman una coloración oscura que 

dificulta monitorear, a través del microscopio, la visualización de las células. 

Posteriormente, se realizó un corte transversal de los hidrogeles 

biofuncionalizados y se logró apreciar las células con más claridad penetrando en 

el hidrogel (Fig. 46- 47). 
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Figura 41. Microfotografías de las AD-MSCs sobre el hidrogel de MEC de 
vejiga de cerdo. A. Hidrogel de MEC de vejiga de cerdo removido de la caja de 
cultivo. B. AD-MSCs en superficie 4X. C) MSCs en superficie 10X a los 7 días de 
evaluación.  

 
A B C 
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Figura 42. Microfotografías de las AD-MSCs que penetraron en el hidrogel de 
MEC de vejiga de cerdo. Observación en microscopio óptico de campo claro a 
40x. 
 
 

 

Figura 43. AD-MSCs sobre la superficie del hidrogel a los 14 días de 
evaluación. Microfotografías realizadas con un objetivo de 4x A) y 10x B) de las. 

 
 
  

 
A B 

 

A B 
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Figura 44. Adherencia AD-MSCs a los 3 días de cultivo. Observación en fresco 
de la superficie del hidrogel con NP Ag. Microfotografía tomada con un objetivo de 
4X. 

 
 

 
Figura 45. Adherencia MSCs a los 3 días de cultivo. Observación en fresco de 
la superficie del hidrogel con NP Ag. Microfotografía tomada con un objetivo de 
10X. 
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Figura 46. Penetración MSCs a los 3 días de cultivo. Observación en fresco de 
un corte transversal del hidrogel con NP Ag. Microfotografía tomada con un 
objetivo de 4X. 
 

 
Figura 47. Penetración MSCs a los 3 días de cultivo. Observación en fresco de 
un corte transversal del hidrogel con NP Ag. Microfotografía tomada con un 
objetivo de 10X. 
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Por su parte, a partir de la preparación de los cortes histológicos pudimos 

constatar que las células del grupo MHV llegaron a penetrar aproximadamente 

500 µm, presentando la misma morfología fibroblastoide (Fig. 48). Por su parte, en 

el grupo de MHV-NPs no se logró un corte histológico donde se aprecie la 

infiltración de las células en el hidrogel. Al momento de congelar el hidrogel el 

material tornó a una textura de cristal impidiendo obtener cortes histológicos 

debido a la fragmentación de la muestra. 

 

 
Figura 48.Histología de los ensayos de penetración celular. Cortes 
histológicos de 90 μm de grosor de los hidrogeles con MSCs-AD a los 14 días de 
penetración teñidos con H&E. 
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9.9 Análisis de la biocompatibilidad in vivo 

 

Para evaluar la biocompatibilidad de los materiales in vivo se empleó el colorante 

de azul de Evans. Este colorante puede inyectarse de manera intravenosa y 

donde exista infiltrado leucocitario éste se extravasará en la zona del tejido donde 

se está llevando a cabo la infiltración de los compontes inflamatorios tiñendo el 

tejido de color azul. 

 

24 horas después de la inoculación del hidrogel (Fig. 49. A), la rata se anestesió 

en una cámara de gas con cloroformo y se le aplicó la solución de azul de Evans 

en la vena caudal (Fig. 49.B), 30 minutos después se sacrificó y se realizó un corte 

a través de la línea media del dorso. Por debajo de la piel de la zona inoculada 

con cloroformo, se logró observar la pigmentación con azul de Evans, la zona se 

encontraba necrótica y dura al tacto (Fig. 49 C). Por el contrario, en la zona de 

inoculación de la solución salina (Fig. 49 D) y el hidrogel (Fig. 49 E) no se observó 

la presencia de azul de Evans ni signos de necrosis o inflamación del tejido. 

 

Por su parte, en los cortes histológicos se puede observar que el hidrogel de MEC 

es biocompatible y la funcionalización con NPs Ag al parecer no alterara los 

resultados, ya que se observan de manera muy similar en comparación con los 

grupos control (Fig.50). Como control negativo se empleó H2O y en este grupo de 

prueba las características que se observaron del tejido fueron una delgada capa 

de epitelio cubriendo un tejido conectivo denso, por debajo a esta zona se 

encuentra el tejido adiposo seguido de la presencia de tejido muscular estriado. 

Por último, se encuentra también un delgado septo de tejido conectivo con escasa 
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presencia celular (Fig.50. A-C). Mientras que en el control de prueba positivo con 

cloroformo se encontró un tejido con la zona de tejido conectivo y adiposo 

degradado. También se pudo observar poca presencia de infiltrado leucocitario en 

la zona del septo de tejido conectivo (Fig.50. D-F).  

 

En cambio en el grupo MHV, se observa el hidrogel de aspecto fibrilar 

desorganizado por debajo del tejido muscular con presencia de diversos linajes 

celulares entre ellos células del sistema inmunológico, que se destaca por un 

infiltrado leucocitario compuesto principalmente de células plasmáticas, linfocitos y 

Mø. Así mismo, están presentes algunas células con apariencia fibroblastoide 

(Fig.50. G-I). En el grupo MHV-NPs se observan condiciones muy similares de 

composición del tejido y de infiltrado leucocitario presente dentro de los hidrogeles 

(Fig.50. J-L). 
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Figura.49. Sacrificio de las ratas Wistar para el análisis de biocompatibilidad. 
A. Inoculación subdérmica de hidrogel. B. Colocación de azul de Evans 
intravenoso. C. Control positivo cloroformo. D. Control negativo solución salina. E. 
Hidrogel de vejiga. 

 

A 
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Figura.50. Histología de los implantes de hidrogeles de MEC. Control negativo 
DMEM (A-C). Control positivo cloroformo (D-E). Grupo MHV (G-I) y grupo MHV-
NPs (J-L). Microfotografías tomadas con un objetivo de 4X, 10X y 40X. 
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9.10 Análisis del modelo in vivo en ratas Wistar 

 

Se logró desarrollar una metodología rápida para la generación de un defecto 

óseo de manera mecánica para su uso en los ensayos de regeneración. Se colocó 

la MEC en forma de hidrogel y se contaminó de manera deliberada con bacterias 

viables de E. feacalis o LPS de E. coli y S. typhimurium antes de suturar la herida. 

De esta manera, se logró producir un defecto óseo circular y cóncavo de 

aproximadamente 2 mm en los incisivos inferiores de las ratas (Fig. 51). También 

se logró biocontaminar y colocar el hidrogel sobre el defecto óseo producido (Fig. 

52). 

 

La técnica para producir el defecto óseo resultó en un defecto rápido y visible, lo 

cual para nuestros fines de colocar el andamio de MEC nos resultó conveniente. A 

los 30 días se sacrificaron las ratas y se evaluó el potencial regenerativo. En 

aquellos defectos óseos donde se colocó LPS y no se colocaron los hidrogeles se 

observó un defecto de similar tamaño al realizado y no se observó un aumento en 

el tamaño de la lesión, así como tampoco signos de regeneración del tejido, así 

mismo se pudo observar que la colocación de LPS sobre el daño mecánico no 

indujo la presencia de infiltrado inflamatorio (Fig. 53 y 54). Así mismo, en el grupo 

donde se colocaron bacterias se logró observar resorción ósea aumentando el 

tamaño del defecto realizado (Fig. 55). Por su parte, en todos los grupos donde se 

colocó el hidrogel se pudo observar la presencia de un tejido tipo cartilaginoso el 

cual cubría la zona del defecto óseo y el andamio se incorporó al tejido 

circundante sin la presencia de exudado supurativo (Fig. 53-55). A través de los 

cortes histológicos se pudo determinar la presencia de infiltrado inflamatorio, 
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principalmente de neutrófilos, linfocitos, células plasmáticas, macrófagos y la 

formación de células gigantes multinucleares. Así como también la presencia de 

condrocitos y la formación de grupos isógenos en proceso de osificación (Fig. 55). 
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Figura 51. Formación de defecto óseo en ratas Wistar de aproximadamente 2 
mm de diámetro. A. Encía sin intervención. B. Corte con hoja de bisturí para 
desprendimiento de la encía. C. Remoción del hueso con una fresa. D. Evaluación 
del defecto con una sonda periodontal.  
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Figura.52. Defecto óseo mecánico biocontaminado con LPS de S. 
thypimurium, E. coli o E. feacalis con hidrogel y membrana de MEC. A. 
Defecto óseo. B. Colocación de LPS o bacterias. C y D. Colocación hidrogel. E. 
Colocación membrana. F. Reposicionamiento del tejido gingival. 
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Figura.53. Fotografías y microfotografías del modelo de regeneración con 

defecto óseo mecánico y LPS de E. coli. A. 30 días después de la inoculación. 

Tras desprender el tejido gingival no se observó exudado supurativo ni 

degradación de hueso. B y C. Producción de hueso nuevo. 
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Figura.54. Fotografías y microfotografías del modelo de regeneración con 
defecto óseo mecánico y LPS de S. typhimurium. A. 30 días después de la 
inoculación. Tras desprender el tejido gingival no se observó exudado supurativo 
ni degradación de hueso. B y C. Producción de hueso nuevo. 
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Figura.55. Fotografías y microfotografías del modelo de regeneración con 
defecto óseo mecánico biocontaminado con E. faecalis. A. 30 días después de 
la inoculación. B. Tras desprender el tejido gingival no se observó exudado 
supurativo ni degradación de hueso. C. Presencia de infiltrado inflamatorio. D. 
producción de hueso nuevo. 
 

 

 

A B 
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9.11 Análisis de los ensayos de actividad antibacteriana 

 

Los ensayos de microdiluciones para conocer la concentración mínima inhibitoria 

de la MEC funcionalizada con NPs Ag mostraron que Enterococcus faecalis 

presenta sensibilidad en un rango de concentraciones que van desde los 134 y 67 

μg/ml. Para nuestra sorpresa, la MEC sin NPs Ag mostró una mayor capacidad de 

inhibir el crecimiento bacteriano en comparación con las MEC con NPs Ag a las 24 

horas de evaluación (Fig. 56). Por su parte, los resultados de los ensayos de 

inhibición radial muestran que los hidrogeles de MEC polimerizada no es capaz de 

inhibir el crecimiento bacteriano, mientras que los hidrogeles de MEC 

funcionalizados con 100 μg/ml de NP Ag lograron exhibir un potencial inhibitorio 

mínimo formando un pequeño halo de inhibición. Por su parte, los hidrogeles que 

fueron funcionalizados con penicilina y estreptomicina como control de inhibición 

mostraron un potencial inhibitorio contundente sobre el crecimiento bacteriano 

(Fig.57). 
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Figura 56. Evaluación de la concentración mínima inhibitoria de los 

compuestos. Cultivo de E. faecalis a las 24 horas de incubación mostrando las 
concentraciones mínimas inhibitorias de los hidrogeles MHV, MHV NPs Ag y el 
control de clorhexidina. 
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Figura 57. Potencial inhibitorio de los hidrogeles sobre cultivo de E. faecalis. A. 
MHV B. MHV NPs Ag. C. Control de inhibición con penicilina y estreptomicina.  
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X. DISCUSIÓN 
 

EL colágeno es uno de los principales constituyentes de la MEC, 

aproximadamente un 90% de proteínas. Esta proteína es responsable de la 

formación de la mayoría de sus fibras estructurales, de establecer conexión con 

los demás componentes de la MEC facilitando el auto ensamblaje tridimensional, 

además este entrecruzamiento de fibras forma un material poroso que permite el 

tránsito y establecimiento de células (Halper, 2021). En esta investigación se logró 

determinar a través de métodos electroforéticos en geles SDS-PAGE la 

separación e identificación de proteínas de la MEC determinando que esta 

contiene principalmente colágeno tipo I. Además, también se logró realizar el 

reconocimiento de colágeno a través de métodos bioquímicos para su 

identificación. Aunque, se ha reportado que entre las principales proteínas que 

componen la MEC de vejiga urinaria porcina son el colágeno tipo IV y la elastina. 

 

Para la producción de los hidrogeles, la digestión de las fibras colágenas y no 

colágenas de la MEC se realizó durante 24 h hasta cuando desaparecieran las 

fibras visibles al microscopio. Se ha reportado que los tiempos de digestión cortos 

de la MEC están relacionados con células más viables, con un desplegamiento 

morfológico acorde al tipo celular siendo colonizada por una gran cantidad de 

células tipo fibroblásticas y células endoteliales vasculares en comparación con los 

hidrogeles preparados a partir de digestiones de 48 o 72 h, donde se puede 

observar una disminución en la viabilidad celular y pérdida de la morfología 
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celular. Así mismo, los efectos de las digestiones mayores a las 24 h inciden en el 

promedio del diámetro de la fibras proteicas y en una disminución en la 

interconectividad de estas en la formación del hidrogel (Pouliot et al., 2020). 

 

También, se ha demostrado que dependiendo de la concentración de colágeno de 

la MEC varía la densidad de las fibras que forman el andamio modificando la 

porosidad y firmeza del material, influyendo sobre la viabilidad celular, 

reportándose que una concentración de 10 mg/ml de MEC para preparar el injerto 

resulta en andamios más poblados y con una mayor viabilidad celular que las 

concentraciones de 1 y 5 mg/ml (Gong et al., 2021). Para establecimiento de la 

concentración de MEC utilizada para la formación de los hidrogeles se buscó que 

el hidrogel resistiera las fuerzas de compresión. En este estudio concentraciones 

de 10 mg/ml resultaron en la preparación de hidrogeles que perdían la 

consistencia tras su manipulación, mientras que los hidrogeles de 20 mg/ml 

facilitaron su manejo, demostrando que los hidrogeles son biocompatibles en 

ensayos in vitro.  

 

Un aumento en la cantidad de fibras de colágeno implicaría un incremento en el 

número de dominios proteicos para la interacción celular, desencadenando la 

señalización celular requerida para ejecutar mecanismos de sobrevivencia celular, 

como lo son el anclaje y la migración celular ("Chapter 7 - Cell Adhesion and the 

Extracellular Matrix," 2021). A pesar de que el colágeno es la principal proteína 
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presente entre las distintas MECs obtenidas de diversos tejidos, estas pueden 

diferir en el tipo de colágeno y de proteínas no colágenas que constituyen la MEC 

(Dziki et al., 2017). También se sabe que dependiendo del tejido de origen de 

donde se obtenga la MEC se puede afectar diferencialmente al comportamiento o 

la actividad celular, incidiendo en la actividad metabólica de los Mø. La MEC 

derivada de tejidos como el músculo esquelético, la dermis, el colon, el cerebro y 

la vejiga urinaria pueden disminuir el metabolismo del MTT de los Mø hasta en un 

50%, mientras que los Mø expuestos a la MEC derivada de submucosa del 

intestino delgado, el esófago y el hígado mantienen una actividad metabólica 

similar al grupo control (Dziki et al., 2017).  

 

En este estudio, los ensayos de viabilidad celular con MTT mostraron que los 

hidrogeles de MEC con o sin NPs Ag inducen en Mø, NIHT3T y AD-MSC una 

actividad metabólica muy por encima que el grupo control sin promover la lisis 

celular ni interferir en la proliferación celular. Además, el ensayo de vida y muerte 

permitieron determinar que no hay alteración de la integridad de la membrana en 

células NIHT3T, AD-MSC y Mø al ser expuestas a la MEC de vejiga porcina. Sin 

embargo, los Mø tratados con el grupo experimental MHV NPs Ag mostraron 

algunas células dañadas y muertas. Aún más, en este grupo se pudo observar que 

las células NIHT3T y AD-MSC no desplegaron la morfología celular típica. Por lo 

tanto, aunque MTT y LDH no detectaron efectos negativos sobre las células con 

los ensayo de vida y muerte fue posible determinar el efecto perjudicial de la 

incorporación de las NPs Ag a los hidrogeles. Contrario a estos resultados, 
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algunos informes muestran que los hidrogeles de colágeno tipo I con NPs Ag 

presentan buena biocompatibilidad en fibroblastos y osteoblastos (D'Souza et al., 

2013).  

 

Además, el estado metabólico incrementado de las células en respuesta a los 

hidrogeles de MEC podrían sugerir altas cantidades de NADH y NADPH para la 

reducción del MTT, vía principal por la cual se metaboliza esta sal (Berridge & 

Tan, 1993). Se sabe que aunque se lleva a cabo el proceso de descelularización 

de la MEC se puede encontrar la presencia de mitocondrias, organelo donde se 

lleva a cabo el proceso de metabolización del MTT relacionándose esto con una 

mayor obtención de cristales de formazan, a su vez estos organelos son capaces 

de promover la polarización de los Mø hacia un fenotipo M1 (Keane, Londono, 

Turner, & Badylak, 2012; Leifer & Badylak; Londono, Dziki, Haljasmaa, & Turner, 

2017). Curiosamente, la respuesta inflamatoria a los biomateriales puede regular 

los niveles extracelulares del factor de crecimiento de fibroblastos básico (FGF-2) 

y promover la reparación de tejidos (Vasconcelos, Águas, Barbosa, Pelegrín, & 

Barbosa, 2019).  

 

Por su parte, a través de citometría de flujo y el ensayo de CBAs se evidenció que 

los hidrogeles de MEC con o sin NPs Ag promueven la polarización del Mø hacia 

un fenotipo M1, de acuerdo con el perfil de expresión de citocinas proinflamatorias 

detectado. Contrario a nuestros resultados, algunos estudios muestran que los 
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hidrogeles elaborados a partir de MEC de vejiga urinaria porcina promueven la 

polarización del Mø hacia un fenotipo M2, con la expresión de marcadores de 

superficie de Fizz1 y CD206 con niveles bajos de iNOS (Dziki et al., 2017). Una de 

las características ideales de un andamio es que induzcan el reclutamiento celular 

y promuevan la degradación de la estructura de soporte para producir una propia. 

Esto requiere del reclutamiento y la activación del macrófago para poder fagocitar 

los componentes de la MEC. Se sabe que TNF es un potente activador de 

macrófagos y MCP1 está implicado en tráfico celular hacia los tejidos. 

 

Además si no se elimina el contenido celular residual de la MEC xenogénica se 

puede inducir una reacción inmunológica, inflamación, encapsulación fibrótica y el 

proceso de cicatrización (Keane et al., 2012; Leifer & Badylak; Londono et al., 

2017). Se sabe que el proceso de descelularización del tejido es un paso crucial 

para la obtención de andamios para la regeneración tisular sin que este 

desencadene un proceso de rechazo inmunológico. En nuestro grupo de 

investigación se había desarrollado una metodología, donde a través del uso de 

soluciones de EDTA, tripsina y detergentes se logró remover el contenido celular 

de la vejiga de cerdo [28]. En este estudio se empleó esta metodología sin el uso 

de detergentes obteniendo MEC descelularizada sin observarse núcleos intactos 

visibles. Se ha reportado que la presencia de detergentes residuales en las MEC 

puede desnaturalizar las fibras de colágeno y modificar los glicosaminoglucanos 

que contiene la membrana basal de la MEC, lo que afecta la morfología celular, la 
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confluencia, la expresión de la integrina β-1 y la capacidad de penetración de las 

células en el andamio (Faulk et al., 2014).  

 

Durante el proceso de obtención de los hidrogeles se obtuvieron 3 presentaciones 

de la MEC, de las cuales 2 se emplearon en los ensayos de regeneración tisular. 

En este estudio, observamos que la unión celular y la infiltración se llevaron a 

cabo con éxito en los hidrogeles de MEC. Los ensayos de penetración celular 

indican que los hidrogeles con o sin NPs Ag son biocompatibles al permitir la 

adherencia y proliferación de las células y desplegar su morfología celular, 

mostrando que estos son biocompatibles permitiendo la colonización del andamio.  

 

Para la biocompatibilidad in vivo se construyó un modelo de trasplante subcutáneo 

en ratas para identificar el tipo de infiltrado celular. La respuesta del hospedero a 

los hidrogeles de MEC como a los hidrogeles de MEC con NPs Ag promovió el 

reclutamiento de células, principalmente células inmunológicas mononucleares, y 

células con morfología fibroblastoide, con pequeños cúmulos de neutrófilos 

polimorfonucleares. Otro modelo subcutáneo en ratones muestra la migración de 

células hacia el hidrogel de MEC y angiogénesis 7 días después de la colocación 

del implante, corroborando la biocompatibilidad de estos materiales in vivo (Liang 

et al., 2020). Aunque en estudios de procesos de regeneración, el infiltrado de 

células mononucleares presente en el implante puede disminuir después de las 4 
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semanas (Badylak et al., 1995), y después de 8 semanas se puede observar una 

reducción del proceso inflamatorio (Muñoz-Ruíz et al., 2017). 

 

Hasta el momento, de acuerdo a los artículos revisados para la obtención de un 

modelo de degradación ósea in vivo, los defectos óseos realizados en roedores se 

realizan mediante el método de ligación, el cual consiste en colocar ligas en la 

encía para provocar inflamación del tejido y degradación ósea. También esta 

reacción inflamatoria puede ser desencadenada por la inoculación de LPS o 

bacterias entre el ligamento periodontal y el hueso alveolar. En este estudio se 

empleó LPS de E. coli y S. typhimurium y bacterias de E. feacalis para provocar el 

defecto óseo. Sin embargo, a través de esta metodología no se logró producir un 

defecto óseo visible, lo cual para nuestros fines de colocar el andamio de MEC no 

nos resultó óptimo. De esta manera nuestro equipo de investigación decidió 

realizar un defecto mecánico y contaminar con bacterias viables la lesión justo 

después del procedimiento. Así mismo de los 3 componentes microbianos 

empleados solo las bacterias viables y no sus derivados lograron promover la 

degradación ósea. Así mismo, se logró observar que los hidrogeles de MEC 

permiten la regeneración del tejido incluso en condiciones de contaminación 

bacteriana. 

 

Es importante que las NPs Ag permitan la proliferación celular y que al mismo 

tiempo tenga el efecto antibacteriano. Yijuan-Song y col. demostraron que las NPs 
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Ag presentan una mayor biocompatibilidad en fibroblastos que las NPs de óxido 

de zinc en un rango de concentraciones desde los 10 hasta los 200 μg/ml. 

Además, se ha evidenciado que las NPs Ag no desencadenan procesos de estrés 

oxidativo sino que promueven la capacidad anti oxidativa de las células [23]. Entre 

los parámetros de mayor importancia que contribuyen a la actividad antibacteriana 

de las NPs Ag es el tamaño, donde dependiendo del tamaño de las NPs Ag difiere 

la actividad antibacteriana. Mediante ensayos de concentración mínima inhibitoria 

se determinó que a medida que disminuye el tamaño de las NPS Ag se requiere 

de menos concentración para impedir el crecimiento de las bacterias, donde las 

NPS Ag con un tamaño de 8.4 nm se necesitaba de una concentración de solo 

101 μg/ml, mientras que para las NPs Ag de un tamaño de 16.1 nm se 

necesitaban de 145 μg/ml y para las NPs Ag de 98 nm de 320 μg/ml [31]. En este 

estudio se obtuvieron NPs Ag con un promedio de 5.8 nm logrando inhibir el 

crecimiento bacteriano.  
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XI. CONCLUSIONES 
 

1. Se logró establecer un proceso de descelularización de la vejiga de cerdo 

sin el uso de detergentes demostrando ser un método alternativo que logra 

la remoción del contenido celular.  

2. El hidrogel de MEC derivado de vejiga urinaria se comporta como un 

biomaterial dinámico que aumenta la proliferación celular e induce la 

producción de citocinas proinflamatorias.  

3. La funcionalización de los hidrogeles de MEC de vejiga de cerdo con NPs 

Ag no inhibe los procesos esenciales para la sobrevivencia celular ni se 

presentan cambios significativos en los resultados en comparación con la 

MEC, sin embargo si afectan la morfología celular. 

4.  Los hidrogeles de MEC con o sin NPs Ag demostraron ser funcionales 

como andamios biológicos permitiendo la colonización de las AD-MSCs. In 

vivo, ambos hidrogeles permiten la colonización de células del huésped de 

tipo fibroblástico, células mononucleares y en menor medida células 

polimorfonucleares, sin observarse daño ni inflamación tisular.  

5. La MEC presenta un efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano en su 

estado líquido mientras que en su estado polimerizado no lo ejercen. 

6. Los hidrogeles con NPs Ag inhibieron el crecimiento bacteriano en ambos 

estados. 
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7. La MEC por sí misma es capaz de regenerar el tejido en condiciones de 

contaminación bacteriana. 

8.  El hidrogel de MEC de vejiga de cerdo es un material biocompatible que 

permite el relleno de defectos óseos y que tiene el potencial de usarse en 

terapia regenerativa.  

9. Por último, la funcionalización de los hidrogeles con NPs Ag no es 

recomendable, a pesar de su efecto antibacteriano.  
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XIII. ANEXOS 
 
 
Anexo 1 Procedimiento ensayo de MTT 

 

1. Los osteoblastos obtenidos se desprenderán de la caja de cultivo 

agregando 500 µl de tripsina-EDTA 0.25% e incubando 5 minutos a 37 °C. 

2. Se colocará la suspensión celular en un tubo falcon de 15 ml y se 

centrifugará a 1500 rpm durante 5 minutos. 

3. Se decantará el sobrenadante y el pellet celular se resuspenderá en 1 ml de 

medio de cultivo para determinar la concentración y viabilidad celular en 

cámara de Neubauer mediante la tinción con azul de tripano. 

4. Se sembrarán en una caja de 96 pozos 2,000 células en 200 µl de medio 

condicionado y se incubarán a 37 °C. 

5. Terminada la incubación se retirará 100 µl de medio de cultivo y se 

añadirán 15 µl de solución de tinción. 

6. Se incubará durante 4 horas a 37°C, se añadirán 100 µl de solución de paro 

y se incubará a 4 °C durante 1 hora. 

7. Por último, se realizará la lectura en un lector de placas a 570 nm. 

 
 
Anexo 2. Procedimiento del ensayo de vida y muerte 

 
1. Se preparará una caja de cultivo de 24 pozos depositando cubreobjetos 

redondos (12 mm), previamente sanitizados con alcohol al 70 y 
esterilizados 15 minutos en luz UV, y agregando 1 ml de medio de cultivo 
estándar (DMEM, 10% suero fetal bovino y 1% de antibiótico-antimicótico. 

2. Luego se colocarán 10x104 células por pozo y se incubarán a 37 ° en una 
atmosfera con 5% de CO2 y un 95% de humedad.  

3. Tras 24 horas se remplazará el medio de cultivo por 1 ml de medio 
condicionado de cada uno de los grupos a evaluar. 

4. Tras 24 horas del estímulo se realizará la tinción con ioduro de propídio a 
una concentración de 4.3 µM y 84 nM para naranja de tiazol. 
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5. 4 µL de naranja de tiazol y 2 µL de ioduro de propídio se agregaron dentro 
del pozo de cultivo y se incubaron durante 5 minutos a temperatura 
ambiente. 

6. Posteriormente, se procede a remoción del cubre objetos de la placa de 
cultivo y se coloca en las laminillas  con 5 µl de glicerol. 

7. Observar las células teñidas en microscopio confocal. 

8. Para el ioduro de propidio se empleará una longitud de onda de excitación 
de 536 nm y se recolectará la emisión a una la longitud de onda de 617 nm. 

9. Para el naranja de tiazol se empleará una longitud de onda de excitación de 
510 nm y se recolectará la emisión a una la longitud de onda de 530 nm. 

10. Las células que se encuentren vivas emitirán fluorescencia color verde 
mientras que las células muestras se observarán de color rojo. 

 
 
Anexo 3 Procedimiento ensayo de LDH 

 

1. Los osteoblastos obtenidos se desprenderán de la caja de cultivo 

agregando 500 µl de tripsina-EDTA 0.25% e incubando 5 minutos a 37 °C. 

2. Se colocará la suspensión celular en un tubo falcon de 15 ml y se 

centrifugará a 1500 rpm durante 5 minutos. 

3. Se decantará el sobrenadante y el pellet celular se resuspenderá en 1 ml de 

medio de cultivo para determinar la concentración y viabilidad celular en 

cámara de Neubauer mediante la tinción con azul de tripano. 

4. Se sembrarán en una caja de 96 pozos 2,000 células en 200 µl de medio de 

cultivo condicionado y se incubarán 2 horas a 37 °C Después de la 

incubación se agregarán las diversas concentraciones de los materiales a 

evaluar y se incubarán horas a 37 °C. 

5. Terminada la incubación se retirará el medio de cultivo y se lavará con PBS 

1x, se transferirán 50 µl de los sobrenadantes a un pozo nuevo y 50 µl del 

mix de substrato LDH-solución de tinción-cofactor y se incubará a 

temperatura ambiente durante 30 minutos protegida de la luz en aluminio 

6. La reacción se detendrá con 10 µl de HCl 1 N. 



101 
 

7. Por último, se realizará la lectura en un lector de placas a 490 nm. 

 
 
Anexo 4. Procedimiento cortes histológicos en criostato 

 

1. La muestra se colocará en un molde de aluminio y se incluirá hasta cubrir la 

muestra por completo en polifreez.  

2. Luego el molde se pondrá en contacto con nitrógeno líquido hasta congelar 

la muestra. 

3. Enseguida la muestra se sacará del molde y se colocará sobre el porta 

espécimen y se ajustarán los cortes a 20 µm de grosor. 

4. Los cortes obtenidos serán cargados en los porta objetos suavemente y se 

dejará secar a temperatura ambiente durante 30 minutos. 

5. Posteriormente la muestra sumergirá en acetona a -20 °C durante 15 

minutos para su fijación y se dejará secar 30 minutos a temperatura 

ambiente para proceder a realizar la tinción. 

 
 
Anexo 5. Procedimiento tinción hematoxilina & eosina 

 

1. Se cubrirá la totalidad del tejido con hematoxilina de harris durante 1 minuto 

y se lavará con suficiente agua destilada. 

2. Luego se sumergirá en alcohol ácido durante 15 segundos y se lavará con 

suficiente agua destilada. 

3. Enseguida se sumergirá en solución de NaHCO3 al 0,01% durante 15 

segundos y se lavará con suficiente agua destilada. 

4. Posteriormente se sumergirá en eosina durante 15 segundos y se 

deshidratará en alcohol al 70% durante 15 segundos y luego en alcohol al 

absoluto 2 veces durante 15 segundos. 

5. Por último se pasará a xileno durante 1 minuto, se dejará secar y se 

montará en Entellan new. 
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Anexo 6. Productos de la investigación 

 

Presentación de Trabajo en la XXIV Semana Nacional de la Ciencia y Tecnología 
2017 
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